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INTRODUCCION
1.- Breve reseha histôrica.-
Banting y Best (1921) pudieron observer que la ad- 
ministraciôn de sus primeros extractos pancreâticos a pe - 
rros diabéticos producia sistematicamente un leve aumento 
de la glucemia antes del esperado efecto hipoglucemiante. 
Otros autores como Collip (1923) tambien pbservaron éste 
fenômeno pero no supieron interpretarlo correctamente. Rue 
ron Murlin y sus colaboradores (Murlin y col., 1923; Kim - 
ball y Murlin, 1923) quienes postularon la existencia en 
las preparaciones de insulina de algûn factor pancreâtico 
de propiedades hiperglucemiantes. Esta substancia fué denoi 
minada por éstos autores glucagôn en vista de sus aparen - 
tes propiedades movilizadoras de glucosa.
Los postulados de Murlin no resultaron ampliamente 
convincentes a pesar de que pudo comprobarse (Lundsgaard y 
col., 1939) que no todos los preparados de insulina produ- 
clan la referida hiperglicemia inicial tras su admini stra- 
ciôn, lo que sugerla la presencia esporâdica de algûn con­
taminante.
Las posibles dudas sobre la naturaleza hormonal - 
del factor hiperglucemiante pancreâtico quedaron resueltas 
al llegarse a conseguir su aislamiento, purificaciôn y - 
cristalizaciôn (Staub y col., 1953, 1955) seguido de su es 
tudio estructural (Bromer y col., 1956) y su ulterior sin- 
tesis (Wunsch y col., 1968).
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Tras mâs de veinte anos desde el descubrimiento de 
esta hormona se ha acumulado una cantidad ingente de Infor 
maciôn sobre su sintesis, secreciôn y efectos fisiolôgicos, 
a pesar de lo cual su mecanismo de acciôn y su papel fisi& 
lôgico en las distintas especies animales permanece bastan 
te oscuro. De todos los efectos descritos del glucagôn ( s& 
bre el balance iônico, métabolisme de lipides, catabolisme 
protéico, etc.) sin duda el que ha merecido mayor atenciôn 
es su papel regulador sobre el métabolisme hidrocarbonado. 
Desde los origenes de su descubrimiento se quiso ver en el 
glucagôn la substancia capaz de oponerse a los efectos hi­
poglucemiante s de la insulina de forma tal que séria criti 
ca la existencia de un adecuado balance entre las dos hor­
mones para el mantenimiento de la homeostasis de la gluco­
sa.
La observaciôn de Sutherland y Robinson (1969) so­
bre el papel del AMP-cIgLlco como mediador del efecto glucg, 
genolitico del glucagôn y del papel de este nucleôtido ci- 
clico como segundo mensajero o "mensajero intracelular" - 
del efecto hormonal, acaparô gran atenciôn minimizando asi 
la acciôn gluconeogenética de la hormona.
En los ûltimos cinco anos, quizâs debido a un cong 
cimiento mâs amplio de los mecanismos por los cuales el - 
glucagôn produce glucogenolisis, se ha venido prestando - 
atenciôn prioritaria a su efecto gluconeogenético. Quizâs 
una de las primeras observaciones de que el glucagôn aumen
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ta la producciôn iiepâtica de glucosa, no sôlo como conse - 
cuencia de su efecto movilizador de glucôgeno, sino t am —  
biên sintetizando glucosa de novo, deba ser atribuido a M_i 
lier (i960). Este autor utilizô una preparaciôn de higado 
aislado y perfundido como modelo experimental. Este modelo 
ha sido utilizado posteriormente por diversos autores para 
estudiar el papel regulador del glucagôn sobre la gluconeo 
gênesis hepâtica a partir de diverses substrates. Schimas- 
sek y Mitzkat (1963) lo usaron con lactato sôdico como —  
substrate. Exton y col., (1966) con pyruvato, Garcia y col,
(1966) y Mallette y col., (1969) con alanina, Ross y col.,
(1967) con diverses substrates. Sehalamos estas citas bi - 
bliogrâficas porque se trata de autores que, de una u otra 
forma, han sido pioneros en el estudio de este problema.
2.- El Glucagôn como hormona catabôlica.-
Tybergheim (1953) fue el primero en observar que - 
la administraciôn in vivo de glucagôn producia un aumento 
de la urea circulante. La corroboraciôn de este efecto por 
Miller (i960) usando su preparaciôn de higado perfundido 
le llevô a hipotetizar que el glucagôn podria jugar un pa­
pel crucial en los procesos catabôlicos en el animal intac 
to. Esta hipôtesis vendria respaldada por otras observaci.o 
nés en las que el glucagôn a dosis farmacolôgicas, in vivok 
parecia incrementar el catabolisme protéico (Sâlter y col. 
1957; Izzo y col., 1957; Ezrin y col., 1958). Observacio­
nes mâs recientes confirman este punto en lo que a los —
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efectos ureogénicos y cetogénicos se refiere (Parrilla y - 
col., 1972). En el incremento del catabolismo de aminoâci^ 
dos a que pare ce dar lugar la hormona no parecen jugar nin 
gûn papel variaciones en el ritmo de sîntesis de proteinas 
(Ayuso-Parrilla y Parrilla, 1973).
Respecte al métabolisme graso, el glucagôn, se corn 
porta como una hormona lipolitica, es decir, favorece la - 
liberaciôn de glicerol y âcidos grasos libres del tej ido 
adipose. Este efecto pudo ser puesto de manifiesto en di­
vers as especies, principalmente en la rata (Steimberg y - 
col., 1959; Rodbell y Jones, 1966; Lefebvre,1966 etc. etc) 
y en aves (Goodridge y Bail, 1965; Prigge y Grande, 1971; 
etc.). Que este efecto lipolitico es directe sobre el te­
jido adipose y no secundario a otras alteraciones hormona­
les o perturbaciones metabôlicas lo prueba el hecho de ser 
abolido por anticuerpos antiglucagôn tante en mamiferos - 
(Grey y col., 1970) como en aves (Langslow y Haies, 1970). 
Este efecto lipolitico parece también estar de alguna for­
ma mediado por AMP-ciclico como lo sugiere la correlaciôn 
entre efecto lipolitico y la acumulaciôn intracelular de - 
este nucleôtido (Butcher y col., 1965). El efecto del nu­
cleôtido parece ser activando en forma aûn no del todo es- 
tablecida una triglicerido^lipasa (Weinges y LOffler, 1965) 
Los efectos del glucagôn sobre el metabolismo hepâtico de 
lipidos dista de estar aclarado y mucho menos aûn la inter 
dependencia de metabolismo hidrocarbonado y lipiddco ciomo
-li­
re spue St a a la homona.
3.- Interrelaciôn de glucagôn con insulina y otras 
hormonas.-
La comprensiôn del mecanismo de acciôn del gluca - 
gôn y su papel fisiolôgico se ve bastante dificultado por 
la estrecha interdependencia que muestra con otras hormo - 
nas. Como ejemplos recordemos, entre otros, el conocido 
efecto del glucagôn liberando aminas simpaticomiméticas - 
(Scian, I960), o sobre la secreciôn de insulina (Samols, 
1965). Asimismo la hipoglucemia insulinica (Foa y col., - 
1952; Ohneda y col., 1969) y los corticosteroides (Marco y 
col., 1973) son estimulantes de la secreciôn del glucagôn. 
Particularmente tiene interés el hecho de que los anima - 
les adrenalectomizados no son sensibles al glucagôn ( Sxton 
y col., 1966; Eisenstein y Straclc, 1968), lo que quizâs pu 
diera explicar el por qué estos animales muestran una into 
lerancia total al ayuno que se manifiesta en forma de hipo 
glucemia profunda. La mayor parte de los datos sobre inter 
relaciones hormonales son dificiles de valorar debido a la 
casi imposibilidad de extrapolar los datos experiment ales 
a la situaciôn normal o fisiolôgica. Asi, por ejemplo, es 
posible que efectos como los descritos sobre el metabolis­
mo de calcio y fôsforo a través de alteraciones en la se - 
creciôn de parathormona o el referido efecto sobre am inas 
simpaticomiméticas, entre otros, tengan escaso valor fisio 
lôgico y deban de ser valorados mâs en el terreno de la -
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farmacologîa que en el de la fisiologla.
La interrelaciôn de glucagôn e insulina es quizâs • 
sobre lo que se poseen mayor nûmero de observaciones y tam 
bién es la que goza de mayor base experimental para poder 
valorar su importancia fisiolôgica. Bajo un punto de vis­
ta fisiolôgico el interés de esta interrelaciôn viene ex - 
presado porque el balance de estas dos hormonas puede ju - 
gar un papel important!simo en la producciôn hepâtica de - 
glucosa. Este punto de vista se apoya en diversas observa 
clones: En aquellas situaciones en las que existe una ma - 
yor demanda de glucosa por aquellos tejidos que la utili - 
zan como principal fuente de energla la gluconeogénesis he 
pâtica se ve consiguientemente incrementada, dando lugar 
paralelamente a cambios en los niveles circulantes de insu 
lina y glucagôn caracterizados por una disminuciôn de insu 
lina y un aumento de glucagôn. De este tipo de situaciôn 
dan cuenta por ejemplo el ayuno (Aguilar-Parada y col., - 
1969) o el ejercicio (Bôttger y col, 1971); situaciones, - 
ambas, caracterizadas por incremento de la demanda gluco­
neogenética y movilizaciôn de substrates endôgenos. Experi 
mentalmente, desde la ya citada observaciôn de Foa y col., 
(1952), han aparecido numérosos trabajos no sôlo con anima 
les de experimentaciôn sino también con humanos, confirman 
do estas observaciones (Unger y col., 1962; Ohneda y col,- 
1969; Buchanan y col., 1969). De igual manera situaciones 
patolôgicas, como la diabetes, caracterizadas por la hiper
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producciôn de glucosa, van invariablemente acompahadas de 
un aumento del glucagôn circulante (Unger y col., 197 0).
Por el contrario, tras la ingestiôn de alimento - 
rico en carbohidratos (Müller y col., 1970) o tras la ad­
ministraciôn intravenosa de glucosa (Ohneda y col., 1969), 
situaciones caracterizadas por la inhibiciôn de la fun —  
ciôn gluconeogenética, se produce un cambio en la concen­
traciôn de ambas hormonas de sentido opuesto al anterior- 
mente descrito, es decir, aumento de insulina y disminu - 
ciôn de glucagôn.
El mecanismo por el cual tienen lugar estas varia 
ciones de los niveles hormonales dista mucho de estar - 
aclarado y no nos extenderemos en su anàlisis dado que e_s 
capa de la intencionalidad de este trabajo. Digamos tan 
sôlo que prevalecen dos criterios de interpretaciôn que, 
dicho sea de paso, no creemos sean absolutamente incompa­
tibles entre si. Para Unger y col. (Ohneda y col., 1969) 
es crucial el papel regulador de los niveles de glucosa 
en contacte con las células insulares. En otras palabras, 
una variaciôn en los niveles de glucosa traerla como re - 
suitado un cambio simultâneo y de sentido opuesto en la 
liberaciôn de ambas hormonas; serlan, pues, dos sistemas 
independientes regulados por la glucosa. Para Samols y col. 
(Samols, 1965; Samols y col., 1969) serlan dos sistemas - 
interdependientes, pues la liberaciôn de insulina est aria 
estrechamente controlada por las variaciones en la concen 
traciôn de glucagôn en las proximidades de las células g.
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Para este mismo autor, la insulina podria asimismo ejercer 
un control directo sobre la liberaciôn de glucagôn almace- 
nado en las células “ (Samols y col., 1971).
4.- Visiôn actual del papel fisiolôgico del gluca­
gôn e insulina en la homeostasis de glucosa.-
Como hemos podido ver hasta ahora, las situaciones 
caracterizadas por disminuciôn del aporte energético al or 
ganismo (ayuno) o de mayor consumo de substratos energéti- 
cos (ejercicio) van invariablemente acompahados de un au - 
mento en la relaciôn [Glucagôn] / [insulina] del plasma. 
Por el contrario las situaciones de abundancia en com busti 
bles orgânicos se cairacterizcin por una disminuciôn de este 
cociente que favoreceria los procesos anabôlicos. Teleo- 
lôgicamente se interpretan estos cambios como los mâs favo 
rabies f>ara determinar la direcciôn y flujo que han de lie 
var los combustibles orgânicos en cada situaciôn fisiolôgi 
ca. El sistema nervioso central utiliza glucosa como fun­
damental fuente de energia. Los cambios adaptatives para 
utilizar otros combustibles son lentos y probablemente in- 
suficientes. Se comprends, pues, la importancia de un ade 
cuado sistema de regulaciôn de gluconeogénesis para la su- 
pervivencia de las especies.
La disminuciôn del cociente [Glucagôn] / [Insuli - 
na] en las épocas de abundancia favoreceria el transporte 
de glucosa y su almacenamiento en higado y mûsculo para - 
los periodos de carestia. Los cambios en direcciôn opues-
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ta darîan lugar a la movilizaciôn de glucosa almacenada en 
forma de glucôgeno y la movilizaciôn de aminoâcidos ( funda 
mentalmente a partir de proteîna muscular) para gluconeo - 
génesis. Esta visiôn de conjunto del papel coordinado de 
estas hormonas se ve apoyado por las observaciones de que 
en humanos, durante el ayuno, aumenta la liberaciôn muscu­
lar de aminoâcidos y simultânëamente su captaciôn por el 
higado (Cahill, 1970). Asimismo el efecto estimulante de 
aminoâcidos sobre la secreciôn de glucagôn (Assan y col,,- 
1967) es casi abolido con la administraciôn simultâne a de 
glucosa (Müller y col., 1970); mientras que en situaciones 
de hiper act ividad gluconeogenética (dieta pobre en carbohi 
dratos) la ingestiôn de dieta rica en proteîna da lugar a 
una hipersecreciôn de glucagôn con escasos cambios en los 
niveles de insulina (Müller y col., 1971).
5.- Gluconeogénesis hepâtica y su regulaciôn.-
Tras haber analizado las bases fisiolôgicas que re 
lacionan la producciôn de glucosa con niveles hormonales, 
ânalicémos a través de qué mecanismos puede tener lugar 
este control.
La producciôn hepâtica de glucosa puede aumentar - 
como conse cuencia de una movilizaciôn acelerada de glucôge 
no o debido a un aumento en la sîntesis de glucosa a par - 
tir de esqueletos carbonados de aminoâcidos u otras molécu 
las orgânicas. Mientras existen réservas de glucôgeno am- 
bos procesos tienen lugar al tiempo (Parrilla y Toews,1974)
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Las réservas de glucôgeno de un organisme cualquiera son - 
muy limitadas dado que su fuerte hidrôfilia hace antieconô 
mico su almacenamiento como combustible orgânico. Tiene, 
pues, carâcter de combustible de "urgencia", en tanto meca_ 
nismos mâs ûtiles, como la gluconeogénesis, se adaptan pa­
ra alcanzar su mâxima eficacia.
a) Glucogenolisis.-
La secuencia de reacciones que dan lugar a la libe 
raciôn de glucosa es la siguiente:
Slucogeno
Inactiva
Fosforilasa
'Fosforilasa-Kinasa
Activa
\
Fosforilasa-Fosfatasa
\
Enzima ramificante
Glucos a-l-Fosfato
Fosfoglucomutasa
Glucos a-6-Fosfato
“ Glucosa-6-Fosfatasa
Glucosa
Desde los primitives trabajos de Sutherland ( 1950) 
sabemos que la reacciôn de la fosforilasa es la etapa limi 
tante de este proceso. Si admitimos que el efecto de 1 glu
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cagôn es invariablemente mediado por AMP-clclico, esta eta 
pa séria sobre la que ejerce su control esta hormona.
El mecanismo intimo por el que el glucagôn y/o el 
AMP-clclico activan la fosforilasa hepâtica dista de estar 
absolutamente aclarado; pero se cree que las cosas ocurren 
de la siguiente forma:
1) AMP-clclico activarla protein-kinasas (Langan 1968; Ku- 
mon y col., 1970)
2) Protein-kinasas transformarlan, mediante su fosforila - 
ciôn, una fosforilasa-kinasa inactiva en activa (Rail y 
col., 1956).
3) Fosforilasa-kinasa, catalizarla la conversiôn de fosfo­
rilasa inactiva en activa.
4) Existe una fosforilasa fosfatasa que transformaria la - 
fosforilasa activa en inactiva (Wosilait y Sutherland, 
1956). Parece que tambiên existen formas activas e - 
inactivas de este enzima.
La estimulaciôn de la glucogenolisis por el gluca­
gôn se acompaharla de simultânea inhibiciôn de la slntesis 
de glucôgeno (Bishop y Larner, 1967).
Esta inhibiciôn supone un ahorro de energla cuyo - 
gasto séria inûtil. El mecanismo parece ser una inhibi - 
ciôn de la actividad glucôgeno-sintetasa por medio de una 
sintetasa-kinasa en forma similar a como ocurre con la fos 
forilasa (Lârner y Villar-Palasi, 1971).
b) Gluconeogênesis.-
Cuantitativamente los substratos gluconeogené ticos
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■mâs importantes son lactato, pyruvato, y aminoâcidos. El 
lactato y pyruvato provendrian de la glucolisis, fundamen 
talmente muscular. De esta forma los residuos de la oxi- 
daciôn incompleta de la glucosa en los tejidos primordial 
mente glicollticos volverlan al hlgado para ser aprovecha 
dos en la slntesis de nuevas moléculas de glucosa. Esto 
es lo qpe se conoce con el nombre de "ciclo de Cori". Es 
obvio que este ciclo no da lugar a formaciôn neta de glu 
eosa puêsto que utiliza como esqueletos carbonados resi - 
duos de glucosa preexistente. La neoformaciôn de glucosa 
tiene lugar, pues, principalmente, a partir de aminoâci - 
dos, de ahl la utilidad de una coordinaciôn entre la ne ce 
sidad de incrementar la producciôn de glucosa y la movili 
zaciôn de aminoâcidos a partir de protelnas tisulares.
La neoformaciôn de glucosa no puede tener lugar 
como una simple reversiôn de las etapas de glucolisis, - 
ya que algunas de sus etapas son termodinâmicamente irré­
versibles debido al acusado cambio de energla libre s tan 
dard. De esta forma, la transformaciôn de pyruvato en 
fosfoenolpyruvato no puede tener lugar mediante pyruvato- 
kinasa (ATP: Pyruvate Phosphotransferase 2.7.1.40) cuya 
A G®’ = + 7f5 Kcal.) sino que tiene lugar mediante la si­
guiente ruta alternativa: Carboxilaciôn intramitocondrial
de pyruvato (pyruvato; carbon-diôxido ligasa (ATP) 6.4. 
1.1^ para formar oxalacetato; salida de oxalacetato -
al citasol como malato o aspartato (Lardy y col., 196 5) 
que regenerando oxalacetato mediante deshidrogenaciôn o 
transaminaciôn serâ utilizado para la slntesis de fosfoe-
— 19—
nol-pyruvato mediante el enzima fosfoenolpyruvato-carboxi- 
kinasa (GTP: oxalacetato carboxy-ligasa (Transphosphorila- 
ting) 4.1.1.32).
Esta secuencia se detalla esquemâticamente a conti
nuaciôn:
CXTOSOL MITOCONDRIA
Lact PyrPyr
Mai Mai
OAA As lAA
PEP
Glut Glut
GLUCOSA
El transporte de estos aniones a través de la mem- 
brana mitocondrial tiene lugar mediante sistemas especifi- 
cos para cada uno de ellos lo que plantea que esta etapa 
pudiera ser limitante adquiriendo asi importancia re g ul ado 
ra en el proceso de slntesis de glucosa.
La segunda etapa de la secuencia glucolltica esen- 
ciaimente irreversible, es fosfofructokinasa (ATP : D-frue 
tose-6-phosphate 1-phosphotransferase 2.7.1.11) cuya a q P* 
es de 3,4 Kcal. Durante el proceso de slntesis de glucosa 
esta etapa es salvada mediante el enzima fructosa- dif osfa- 
tasa (D-fructose-1,6-Diphosphate 1-phosphohydrolase 3.1. - 
3.11).
Finalmente, la irreversibilidad de la reacciôn de 
hexokinasa (AGO* = + 4,0 Kcal) es obviada mediante el enzi
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ma glucosa-6-fosfatasa (D-Glucose-6-Phosphate phosphohydro 
lase 3.1.3.9).
Las variaciones en el flujo gluconeogenético pue - 
den tener lugar a través de variaciones en la cantidad de 
enzima o de su actividad; asimismo debe considerarse la - 
disminuciôn de actividad glucolltica. Las variaciones en 
cantidad de enzima no parece probable que jueguen ningûn 
papel en situaciones agudas. El aumento de flujo en una - 
via metabôlica debemos recordar s6lo puede tener lugar en 
aquellas reacciones que no se hallen en equilibrio termodi 
nâmico. Este se puede determinar c omparando el cociente 
de acciôn de masas determinado experimentalmente (t ) con 
la constante de equilibrio aparente (Keq) o cociente de - 
acciôn de masas en situaciôn de equilibrio. Una reacciôn 
se ha definido arbitrariamente como de no equilibrio cuan- 
do T es très o cuatro ôrdenes de magnitud menor que la Keq, 
es decir, T/Keq <10 mientras que reacciones de equili - 
brio T/Keq > 0,2 (Bucher y col., 1964; Rolleston, 1966).
No sôlamente una reacciôn enzimâtica puede ser im­
portante en el control del flujo en una via metabôlica; - 
asl, por ejemplo, aunque en la gluconeogénesis a partir de 
alanina la carboxilaciôn de pyruvato es la primera reacciôn 
enzimâtica de no equilibrio, la primera etapa de control 
no es esta sino el transporte de alanina al interior de la 
cêlula (Malette y col., 1969 a); Malette y col., 1969 b). 
La complejidad del control de la actividad de una via meta
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bôlica es considerable y las mâs de las veces debemos espe 
rar que el control se ejerza mediante la acciôn coordinada 
a varios niveles.
El mecanismo por el cual el glucagôn ejerce control 
sobre gluconeogénesis se desconoce. La similitud de cam —  
bios en higados tratados con glucagôn y con AMP-clclico ha 
hecho pensar que este ûltimo es el mediador intracelular 
del efecto de la hormona, tal y como habla sido postulado 
por Sutherland (1968). La ausencia de efecto estimul ador 
de glucagôn empleando substratos como glicerol, dihidroxia 
cetona o fructosa (Exton y Park, 1969) hizo pensar que el 
glucagôn no tendrla ningûn efecto sobre aquellas etapas si 
tuadas por encima de triosa fosfato. Este punto actualmen 
te ha sido puesto en duda a la vista de recientes publica- 
ciones (Veneziale, 1971; Blair y col., 1973; Veneziale, - 
1972). Se ha considerado como de particular importancia en 
el efecto del glucagôn las reacciones catalizadas por pyru 
vato carboxilasa (willianson y col., 1969) y por fosfoenol 
pyruvato carboxikinasa (Exton y Park, 1969). También se 
ha analizado con interés (willianson, 1967) la idea origi- 
nalmente propuesta por Struck, en 1965, segûn la cual la 
activaciôn de gluconeogénesis séria secundaria a un aumen­
to de la lipolisis. También se ha especulado con el posi- 
ble papel regulador del glucagôn a través de sus efectos 
sobre el metabolismo de y de calcio (Friedmann y Park, 
1968, Willianson y col., 1969).
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Miller, en 1965, fué quizâs el primero en aportar 
evidencia experimental sobre el antagonisme insulina-gluca 
gôn. Quizâs esto sea demasiado simplista, pero en la ac - 
tualidad este antagonisme se plantea por algunos autores, 
ûnicamente en términos de como actûa la insulina disminu - 
yendo los niveles de AMP-clclico. Lewis y col. (1971) h an 
podido establecer una correlaciôn entre el efecto de la in 
sulina disminuyendo los niveles de AI4P-clclico y la inhibi 
ciôn del efecto gluconeogenético del glucagôn. En cual —  
quier case no existen pruebas concluyentes del mecanismo 
de acciôn de este antagonisme. Su importancia viene dada 
por el hecho de que concentraciones de insulina en el rcin- 
go fisiolôgico (Mackrell y Sokal, 1969; Parrilla y col., 
1974b) con prop or ci one s [ Glucagônl / C Insulinj del orden 
de las encontradas en la vena porta, revierten el efecto - 
gluconeogenético del glucagôn.
6.- El hlgado aislado y perfundido como modelo ex­
perimental.-
El animal intacte como modelo experimental es dema 
siado complejo y técnicamente plantea también barreras —  
prâcticamente insalvables.
El aislamiento de un ôrgano y el estudio de su ac­
tividad funcional es necesariamente artefactual, pero faci 
lita la posibilidad de obtener informaciôn en condiciones 
controladas. La mayor o menor validez fisiolôgica de las
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observaciones dependerâ en gran medida de la tecnologîa uti 
lizada. Las preparaciones de certes de tejidos para el es­
tudio del métabolisme hepâtico plantean el problema de que 
su oxigenaciôn depende del grosor del corte; esto impi ica - 
que dada la falta de garantia en la homogeneidad de los cor 
tes, la reproductibilidad de las observaciones puede resul- 
tar un serio problema.
Las cêlulas hepâticas aisladas ofrecen un modelo ex 
perimental que actualmente esta siendo muy empleado. Las 
principales ventajas son las de poder hacer estudios cinéti 
ces dada la posibilidad de tomar diversas muestras de una 
misma preparaciôn. Las objeciônes al modelo vienen dadas 
porque la digestiôn proteolitica del estroma durante el pro 
ceso de liberaciôn celular parece que puede alterar recepto 
res de la membrana plasmâtica teniendo como consecuencia - 
una respuesta no siempre reproducible a efectos hormonales. 
Este inconveniente parecer estar casi obviado mediante una 
serie de recursos técnicos que no pasamos a detallar. Fi - 
nalmente, queremos hacer notar que las preparaciones de cê­
lulas aisladas sôlo contienen cêlulas parenquimatosas (Be - 
rry y Friend, 1969). Esto impi ica que, al eliminar el res­
te de los tipos celulares y sus posiblés interaccione s, los 
resultados, metabôlicamente hablando, pueden no ser repre - 
sentativos de la totalidad. En este sentido la combinaciôn 
de este sistema con el de higado aislado y perfundido puede 
en ocasiones ser una opciôn mâs ûtil para determinado s estu
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dios metabôlicos. (Parrilla y col., 1974a).
La utilizaciôn de 'ôrganos perfundidos como modelo 
experimental se remonta a 1849 (ver Jacobj 1890). Es clâ- 
sica la observaciôn de Bernard (1855) quien pudo detectar 
la apariciôn de glucosa en el efluente de un higado de pe- 
rro perfundido con agua. Jacobj publicô en 1898 un detalla 
do trabajo sobre un aparato para perfusiôn de ôrganos ais- 
lados y en el mismo aho Salaskin publicaba sus hallazgos 
sobre slntesis de urea en higados aislados de perro. Des- 
de comienzos del siglo actual son numerosos los trabajos 
realizados con esta preparaciôn. Debemos destacar la im - 
portante aportaciôn de Kestens (1964) por sus innovaciones 
técnicas.
Corey y Britton (1941) fueron los primeros en utili 
zar el higado de rata en sus experimentos; pero hubieron 
de pasar varios ahos (Brauer y col., 1951; Miller y col,, 
1951) antes de que la preparaciôn fuera mejorada téenica - 
mente y demostrara su utilidad en investigaciôn bioqu imica. 
En la actualidad con diversas modalidades técnicas, es una 
técnica indispensable y de uso rutinario en la mayor parte 
de los laboratorios de metabolismo.
7.- Planteamiento experimental y objetivos de esta
tesis.-
Los objetivos primordiales de esta tesis han sido 
el estudio de:
a) Mecanismo intimo por el cual el glucagôn estimula la -
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gluconeogénesis.
b) Interacciôn insulina-glucagôn en condiciones lo mâs - 
prôximas posibles a las fisiolôgicas,
El modelo experimental que hemos utilizado ha sido 
el hlgado de rata aislado y perfundido segûn procéder que 
detallamos en la Secciôn de Mêtodos. Las ventajas de este 
procéder han sido las del absolute control del medio y su 
reproductibilidad•
El abordaje experimental ha consistido en el anâli 
sis del tejido y la medida de aquellos metabolites que in­
tervie nen en la secuencia gluconeogenética o que puedan - 
ejercer algûn control sobre alguna de sus etapas. La idea 
es que el anâlisis de los cambios en la concentraciôn de - 
estos metabolites nos pueda mostrar puntos de interacciôn 
sobre los que las hormona s ejerzan su control. Este proce_ 
dimiento puede ser utilizado en combinaciôn con medida de 
actividades enzimâticas; no obstante, bajo nuestras condi­
ciones experiment ale s parece bastante improbable que nin - 
gûn enzima sea limitante. El procedimiento consiste, bâsi 
camente, en la congélaciôn râpida del tejido cuando se ha- 
11a en situaciôn de equilibrio, seguida de la extracciôn 
de substancias de bajo peso molecular solubles en âcido y 
su ulterior anâlisis. Por equilibrio entendemos en este 
caso que el ôrgano esté utilizando substratos y producien- 
do glucosa a velocidades constantes.
El anâlisis de las variaciones en la concentraciôn
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de metabolitos es un aborda je utilizado con gran frecuencia 
en los ûltimo s ahos y que ha aportado valiosa informa ciôn 
pero que, no obstante, tropieza con una objeciôn fundamen - 
tal. Dicha objeciôn consiste en la compartimentaciôn celu­
lar, es decir, la medida de la concentraciôn total de meta­
bolitos no nos informa sobre la proporciôn en que se encuen 
tran en el compartimente mitocondrial y en el citosôlico.
La importancia de conocer la concentraciôn de un determina­
do metabolite, en cada uno de los compartimentes dériva del 
hecho de que este pudiera ser efector de una reacciôn que 
tuviera lugar o sôlo en el citosol o sôlo en la mitocondria. 
Es obvio que sôlo tendrân importancia en regulaciôn metabô­
lica el estudio de los cambios de concentraciôn del efector 
en la vecindad de la reacciôn en cuestiôn. Ilustrarîa este 
punto el citar, por ejemplo, que, en el higado de rata, la 
carboxilaciôn de pyruvato es una reacciôn que tiene lugar 
casi exclusivamente en el compartimente mitocondrial (Scrut 
ton y Utter,1968; Utter y Scrutton 1969); mientras que la 
slntesis de fosfoenolpyruvato, es exclusivamente citosôlica 
(Scrutton y Utter, 1968). Este ejemplo nos sirve asimismo 
para ilustrar la complejidad de la regulaciôn de la sinte - 
sis de glucosa. La conversiôn de pyruvato en fosfoenolpyru 
vato tiene lugar mediante estas dos reacciones una en cada 
compartimente celular (ver pag. 19) y el oxalacetato, debi­
do a la impermeabilidad de la membrana mitocondrial a su pa 
so, debe salir al citosol como aspartato o malato. Asimismc^
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la salida de aniones di 6 tricarboxilicos al citasol debe 
ir acompahada del paso al interior de la mitocondria de 
otros aniones para asl mantener el gradiente electrogêni- 
co entre ambos compartimentes.
Re surnames, pués, diciendo que hemos intentado ana 
lizar si, bajo las condiciones expérimentales descrit as, 
el glucagôn y la insulina ejercen su papel regulador alte 
rando la distribuciôn intracelular de metabolitos y, si 
esto fuera asl, analizar el posible papel del transporte 
mitocondrial de aniones a la luz de los conocimientos ac- 
tuales sobre este tema.
M A T E R I A L  Y M E T O D O S
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MATERIAL Y METODOS
1.- AnimaleS.-
Todos los animales utilizados en nuestros exp eri - 
mentos fueron ratas machos de la raza Wistar cuyo peso me­
dio fué de unos 200 g. Sôlo se utilizaron animales cuya 
variaciôn de peso no fué superior o inferior en un 10% a 
esta media, yodos los animales fueron adquiridos comer ci al 
mente, y hasta su uso, mantenidos en nuestro centre en con 
diciones controladas de luz y temperatura y con agua y ali 
mento (Pellets CONDOR para rata) ad libitum. Todos los - 
animales fueron ayunados las 24-36 horas previas a su uso 
experimental.
2.- Reactivos.-
La mayor parte de los réactivés utilizados en este 
trabajo fueron obtenidos de Sigma Chemical (St.Louis, Mo. 
U.S.A.). Los enzimas fueron adquiridos en Boehringer (Man 
nhein, Alemamia).
3.- Técnica de perfusiôn.-
E1 medio de perfusiôn fué un tampôn Krebe-Ringer - 
biccirbonato (Krebs-Henseleit, 1932) con 4% de albûmina bo- 
vina. La equilibraciôn con una fase gaseosa conteniendo 
5% de diôxido de carbone proporciona un pH final de 7,4.
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La albûmina, fracciôn V de Cohn, fué adquirida comercial - 
mente, El dîa antes de su uso era disuelta en un pequeho 
volûmen de tampôn y dializada toda la noche contra varios 
cambios de Krebs-Ringer Bicarbonate, En algunas experien- 
cias usâmes albûmina preparada segûn procéder descrito por 
nosotros. (Jimenez y col., 1974) . Previamente a su uso - 
el medio de perfusiôn fué esterilizado mediante filtraciôn 
a través de membranas de Millipore de 0,45 y de diâmetro.
La simplicidad de un medio carente de cêlulas rojas, faci­
lita considérablement e la manipulaciôn de 1 a preparaciôn, 
ademâs de permitir el registre continue de la tensiôn de 
oxlgeno, técnica que en presencia de hemoglobina se ve - 
bastante dificultada dada la falta de linearidad entre pOg 
y contenido de este gas. Por otra parte en un estudio corn 
parativo en el que se utilizaron sistemas libres de hemo - 
globina, cêlulas rojas y fluorocarbon (substancia transpor 
tadora de gases) (Goodman, M. y col., 1973) se pudo compro 
bcir que, con el flujb utilizado en nuestras condiciones ex 
perimentales, 28-32 ml/m., las preparaciones con cêlulas - 
rojas no ofrecen ninguna ventaj a destacable.
El aparato usado en la perfusiôn aparece en forma 
esquemâtica, en la figura 1. El medio de perfusiôn, 100 ml. 
es oxigenado en un cilindro con discos giratorios des de - 
donde es bombeado hasta el hlgado, al que entra mediante 
otra cânula colocada en la cava inferior y, tras ha ce rie - 
pasar por un conducto en el que van convenientemente empla
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Fig, 1 El diagrama muestra en forma muy esquemâtica el 
sistema de perfusiôn utilizado. La temperatura y oxigena­
ciôn del tampôn de perfusiôn se mantuvieron en los niveles 
adecuados nie di ante su recircul aciôn a través de un oxigena 
dor de discos termostatizado. El afluente hepâtico circu­
la a través de orificios en los que se acoplem los siste - 
mas de medida de oxlgeno, pH y temperatura.
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zados los sistemas de medida de constantes fisiolôgicas, 
vuelve de nuevo al oxigenador, donde volverâ a equilibrar- 
se con una fase gaseosa de 95% O2 y 5% 00%.
El oxigenador de discos fue accionado mediante un 
pequeho motor eléctrico que proporcionaba al eje unas 140 
rotaciones por minuto. Estos oxigenadores de disco fueron 
ya utilizados por Scholz (1968) en ratas. En nuestro caso 
el oxigenador consta de dos cilindros concéntricos y a tra 
vês del espacio que queda entre ellos se hace circular —  
agua a la temperatura adecuada para conseguir que el medio 
de perfusioh tenga 36*^ 0 a su entrada al higado. Otro pro 
cedimiento usado por distintos autores para alcanzar la - 
temperatura deseada consiste en mantener todo el equipo - 
dentro de armarios termostatizados.
4.- Técnica operatoria.-
La técnica operatoria que hemos empleado présenta 
la ventaja sobre otras de que el higado nunca estâ anôxico 
durante su preparaciôn. Esta comprende las etapas siguien 
tes;
Tras anestesiar al animal con nembutal sôdico (40 
]T^ g/Kg), se hace una incisiôn media abdominal, ampli a, y - 
tras apartar las asas intestinales a la izquierda del ani­
mal se preparan ligaduras en vena porta y en cava inferior 
por encima de la bifurcaciôn de las renales (Fig. 2). A 
continuaciôn se hace una pequeha incisiôn en la porta a -
V p.
V C  I
Fig. 2 .- Para la perfusiôn hepâtica se inserta una cânula 
en la vena porta por la que se infunde tampôn oxigenado a - 
36^C e inmedi at amente se cortan la aorta y cava inferior - 
cerca de la bifurcaciôn ilîaca. El lado "venoso" de la per 
fusiôn hepâtica lo constituye otra cânula emplazada en la 
cava inferior a través de la auricula derecha.
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través de la cual se inserta una cânula por la que fluye 
(15-20 ml/min.) tampôn oxigenado a temperatura adecuada y 
râpidamente se cortan aorta y cava a la altura de su bifur 
caciôn. Este tampôn se toma de un reservorio que estâ co- 
nectado a la salida del oxigenador mediante una Have de 
doble paso. Esta lacalizaciôn permite que al final de la 
operaciôn , con tan sôlo girar la Have, dejemos de tomar 
tampôn del recipiente accesorio y comience a fluir a tra - 
vés del higado el previ amente preparado dentro del oxigena 
dor. Tras consolidar la ligadura de la porta se procédé 
a disecar el intestine. Se debe evitar a toda costa el ma 
nosear o herir con instrumental la superficie hepâtica y si 
asi fuera se desecha la preparaciôn . El paso siguiente - 
consiste en abrir la cavidad torâcica, pasar una (o mâs) 
ligaduras por la cava inferior e introducir en êsta una câ 
nula a través de una incisiôn en la auricula derecha. Una 
vez ligada la cânula se procédé a apretar la ligadura p re­
parada en la cava inferior por encima de las renales (Fig. 
2) con lo que, ahora, todo el liquido que perfundimos apa- 
recerâ por la segunda cânula. La ûltima etapa consiste en 
liberar al h fg ado de adherencias, aislarlo, y colocarlo 
en un soporte adecuado aumentado el flujo a 28-32 ml/min. 
La perfusiôn del ôrgano, in situ, sin aislarlo, también es 
satisfactoria. Es de notar que con esta técnica perfundi­
mos sôlamente a través de 1 a porta a pesar de lo cual es 
satisf actorio ya que la art eri a hepâtica no es esencial pa
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ra el normal funcionamiento del hlgado de rata, (Brauer y 
col., 1951) y su ligadura no produce alteraciones celula­
res (Bengmairk y col., 1969).
5.- Control Bacteriolôgico.-
E1 aparato y todas las partes en contacte con el 
medio de perfusiôn al final de cada experimento fueron la 
vados exhaustivamente y aclarados con agua destilada y des 
sionizada. El medio de perfusiôn, como se ha dicho ante- 
riormente fué esterilizado antes de su uso. En ningûn ca 
so hemos tratado ,el aparato con antisépticos ni ahadido 
antibiôticos al medio de perfusiôn. Esta decisiôn fué to 
mada tras el anâlisis bacteriolôgico del medio de perfu - 
siôn. A los 90 minutes de perfusiôn, el medio sôlo mues­
tra bacterias saprofitas. Su anâlisis indicô que se tra- 
taba de bacterias aerobias, Gram-positivas, no hemollti - 
cas, que podrîan ser incluidas dentro de los grupos; Pseu 
domonas, Flavobacterium y Alcali gene s. En menor cant idad 
se encontraron cocos Gram-positivos, con capacidad cromôr 
gena que podrîan ser clasificados en la familia de micro- 
cocaceas. El mâximo de bacterias que se llegaron a detec 
tar en anâlisis repetidos fue de 60.000 bacterias/ml a - 
los 90 minutos de perfusiôn. Esta cifra, unido a su ca - 
râcter saprofito, nos hicieron pensar que séria mâs venta 
joso eludir la adiciôn de antibiôticos al medio.
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6.- Comportamiento funcional del higado aislado y 
perfundido.-
El exâmen microscôpico no mostrô cambios morf olôgi
cos aparentes y de igual forma el exâmen microscôpico no -
demostrô alteraciones patolôgicas dignas de interés, en 
aquellas preparaciones cuyo comportamiento funcional habia 
sido adecuado.
La proporciôn peso hûmedo/ peso seco a los 90 minu 
tos de perfusiôn diô una cifra de 4,94 + 0,06, (valor me -
dio de 07 observaciones). Esta cifra es sensiblemente -
igual a los valores hallados en higados sin perfundir. De 
igual forma no pudimos detectar aumento significativo en 
la concentraciôn de en el medio de perfusiôn, tras mâs 
de 90 minutos de perfusiôn.
En la figura 3 mostramos el resultado de un experi 
mento tipo en el que, simultânemente, se midieron la apari 
ciôn en el medio de actividades lâcticô-deshidrogenasa 
(L-Lactate; NAD oxidoreductase E.C. 1.1.1.27) y glutâmico- 
pyrûvico transaminasa ( L-Alanine : 2-oxoglutarate aminotrans 
f erase E.C. 2.6.1.2). Como puede verse tras 90 minutos de 
perfusiôn la concentraciôn de estos enzimas se halla den - 
tro del rango de valores que pueden ser hallados en el plæ 
ma, lo que indica que la preservaciôn celular es buena.
Las actividades enzimâticas fueron medidas fluorimétrica - 
mente, utilizando volûmenes de 20-50 y 1 de medio de perfu
ACTIVIDAD LACTICO-DESHDROGENASA
NIVELES
PLASMATCOS
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
ACTIVIDAD ALANIN-AMINOTRANSFERASA
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E
-4
20 30 40 50 60 70 80 90
TIEMPO (minutos)
Fig. 3 Actividades lâctico-deshidrogenasa y alanina-ami 
notransferasa en el medio de perfusiôn a lo largo de 90 mi­
nutes de experimento. Las fléchas indican los niveles de ac 
tividad en el plasma del mismo animal inmediatamente suites
de -aislar el ôrgano. La liberaciôn de actividad enzimâtica 
al medio fue independiente de la adiciôn o no de substratos.
— 38—
siôn. La mezcla de reacciôn para la medida de lâctico- des 
hidrogenasa (LDH), en un volûmen final de 2,0 ml de tampôn 
50 mM trietanolamina, 10 mM ClaMg, 5 mM EDTA, pH 7,4 conte- 
nia 10 ymoles de pyruvato y 0,2 wmoles de NADH.
La mediciôn de glutâmico-pyrûvico trainsaminasa (GPT) 
se efectuô en un volûmen final de 2,0 ml. de tampôn 50mM - 
trietanolamina, 10 mM ClgMg, y 5 mM EDTA, pH 7,4, conteni en 
do 100 y moles de a-cetoglutarato, 100 y g de lâctico-dehi- 
drogenasa y 0,2 yçioles de NADH.
NADH NAD +
La disminuciôn de fluorescencia debida a la oxida - 
ciôn de NADH es proporcional a la actividad enzimâtica.
Otros criterios de adecuado funcionalismo han sido 
un consumo de oxigeno adecuado a las situaciones funciona - 
les y constante a lo largo del tiempo de perfusiôn, asi co­
mo una adecuado respuesta gluconeogenética tras la adiciôn 
de distintos substratos.
7.- Procéder Experimental.-
Todos los experimentos incluidos en este trabajo - 
fueron llevados a cabo de la siguiente forma: Los higados
fueron preperfundidos durante 30 minutos en ausencia de -
substrato al cabo de los cuales se tomô una muestra y a -
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continuaciôn se ahadieron substrato y hormonas cuando pro- 
cediera. La preperfusiôn hepâtica garantira la repro ductm 
bilidad de la respuesta al glucagôn, quizâs debido a; que 
permite la degradaciôn de la insulina que pudiera haber li 
gada al tejido. Los higados fueron perfundidos 60 minutos 
en presencia de substratos y hormonas durante los cuales 
se tomaron muestras del medio (1 ml) cada 10 minutos. Los 
cambios de volûmen fueron tenidos en cuenta para hacer los 
câlculos.
El L-lâctico fué ahadido al medio como sal sôdica 
para evitar cambios de pH. Preparamos un stock de 1 M L - 
lactato sôdico que almacenamos congelado a -20°C y usamos 
a lo largo de todos los experimentos. La adiciôn de 1 ml 
al medio de perfusiôn nos proporcionaba una concentra ciôn 
final de 10 mM. Con la L-alanina procedimos de igual ma- 
nera.
En algunos experimentos mantuvimos constante la 
concentraciôn del substrato mediante su infusiôn continua.
La in sulina, obsequio de Lilly Indiana, fué di —  
suelta (img/ml) en agua bidestilada pH 3.0 y congelada en 
pequehas aliquotas que antes de su uso eran diluidas en 
forma apropiada con Krebs-Ringer conteniendo 11% de albûmi 
na bovina. La concentraciôn final de insulina en el medio 
de perfusiôn fué de 10,5 x 10““^  M. El glucagôn, también 
obsequio de Lilly Indiana, fué diluido y almacenado en 0,1 
M Glicina pH 10. Las diluciones précisas también se hicie
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ron en tampôn con albûmina y su concentraciôn final en el 
medio fué de 2,1 x 10"^ m.
8.- Métodos anallticos.-
a) Medio de perfusiôn.- Cada 10 minutos fué tomado 
1 ml de medio de perfusiôn y râpidamente deproteinizado stha 
diéndolo a un tubo de nesayo conteniendo 2 ml de âcido per- 
clôrico al 6% a 0-4^0. Tras centrifugar, el sobrenad ante 
fué llevado a pH 6 con COgKg 0,5 M. En los experimentos - 
iniciales se ahadiô 0,5 M trietanolamina al CO3K2 para faci- 
litar el ajuste de pH; no obstante se viô que este tampôn 
interferia notablemente con el sistema de oxidoreducciôn pa 
ra la medida de la glucosa. Los volûmenes usados para neu- 
tralizar fueron registrados y se hallô un factor de dilucidh 
(F.D.P.).
b) .Tr at amiento del tejido.- Al final de cada expe­
rimento, los higados fueron congelados in situ con pinzas
de aluminio (wollemberger y col., 1960), disehadas y construi 
das en el Servicio de Instrument aciôn del Centro de Investi 
gaciones Biolôgicas (C.S.I.C.), enfriadas en nitrôgeno li - 
qui do o con una mezcla de nieve carbônica y metanol. Los 
higados c ongelados fueron almacenados en nitrôgeno liquido 
hasta la fecha de su procesamiento.
Para su anâlisis el tejido fué desecado por liofili- 
zaciôn. Previamente fueron determinadas las condiciones ôp- 
timas de vacio y temperatura del condensador para prévenir 
la de s congé laciôn de las muestras. El tiempo de liofiliza -
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ciôn fué de 12-18 horas.
c) Extracciôn de metabolitos.- Aproximadamen t e 
unos 200 mg de peso seco fueron tratados con 7 ml de âcido 
perclôrico. En una primera etapa se introdujo el tejido 
en el homogenizador, enfiado en un recipiente con nitrôgeno 
liquido, donde fué pulverizado con una espâtula y a conti­
nuaciôn homogenizado con 4 ml de âcido perclôrico al 6% en 
etanol al 40% (este ûltimo para bajar el punto de congé la­
ciôn). El homogenado fué centrifugado y el pellet tratado 
en otros 3 ml de âcido perclôrico al 6%, con los que pre - 
viamente se habian lavado los residuos del homogenizador. 
Uniendo los sobrenadantes, se registrô el volûmen recogido, 
para tener lo luego en cuenta al hacer los câlculos, y es 
llevado a pH 6,0 con CO3K2 3 M conteniendo trietanolamina 
0,5 M. Al final calculamos el factor de diluciôn de la si 
gui ente manera:
Volûmen de extracciôn(ml) x Volûmen final (ml)
F.D. =
Volûmen antes de neutralizaciôn (ml) x Peso seco del 
tejido (g)
Este factor multiplicado por la concentraciôn de metaboli­
te en nmoles/ml de medio de extracciôn nos da directamente 
su concentraciôn en nmoles/g de peso seco de tejido.
d) Mediciôn de metabolitos.- Casi todos los meta­
bolitos fueron medidos mediante racciones que, de una u - 
otra forma, acaban produciendo cambios en el estado de re- 
ducciôn de nucleôtido de nicotinamida. Estas técnicas se
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apayan en el hecho de que la forma reducida de este nucleô 
tido absorbe luz a 340 nm y emite fluoresœncia a 465 nm 
cuando es excitada con luz de 340 nm de longitud de onda. 
Utilizamos un fluorômetro disenado y construido en la Uni- 
versidad de Pensylvania (Mayer y col., 1969).
Oxalacetato, triosa fosfato y fructosa difosf ato 
fueron medidas en la misma cubeta, usando trietanolamina 
50 mM ClpMg 10 mM y EDTA 5 mM , pH 7,4 y aRadiendo en suce 
siôn malato deshidrogenasa (L-Malate: NAD oxidoreduct ase 
1.1.1.37), a-glicerofosfato deshidrogenasa (L-glycero 1-3- 
phosphate: NAD oxidoreductase 1.1.1.8) y aldolasa (Fructo- 
se-1,6-Diphosphate D-glyceroaldehyde-3-phosphate-liase 4.1. 
2.13). Pyruvato, fosfoenolpyruvato, 2-fosfoglycerato, 3- 
fosfoglycerato,glucosa-6-fosfato, fructosa-6-fosfato y nu 
cleôtidos de adenina, han sido medidos mediante adapt acio 
nés fluoromêtricas de otros mêtodos (Bergmeyer, 1965) .
3-hidroxibutirato y acetoacetato (Williamson y col. 
1962), intermediarios del ciclo de los âcidos tricarboxi- 
licos, CoA y derivados acyl-CoA fueron también medidos 
fluoromêtricamente (Williamson y Corkey, 1968).
Glutamato (Bernt y Bergmeyer, 1963), aspartato - 
(Pfleiderer, 1963) lactato (Hohorst, 1963) y alanina fue­
ron medidos espectrofotométricamente. La alanina fué me- 
dida con alanina deshidrogenasa (L-Alanine: NAD oxidore - 
ductose (deaminating) 1.4.1.1.) con tampôn 0,5 M Tris-hi- 
drarina, 5 mM EDTA, 1 mM Mercaptoetanol pH 9,5 contenien- 
do 200 pmoles de NAD+ .
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Urea (Fearon, 1939; Beale y Craft, 1961) y glucosa 
(Hoffman, 1937) fueron medidos colorimétricamente.
-w
La glucosa fué medida segûn el método de ferricia- 
nuro de Hoffman mediante un sistema de flujo continuo para 
el que usamos los componentes mecânicos Technicon y un re- 
gistrador potenciométrico Leeds and Northrup. El colorlme 
tro utilizado, debido a que lee transmisiôn, da una res —  
puesta logaritmica, por lo que para facilitar y aumentar 
la precisiôn de los câlculos, hicimos las operaciones si - 
guientes:
1) Hallar logaritmos de las lecturas.
2) Rep re sent ar los valores del patrôn y hallar la pendien- 
te y ordenada en el origen.
El câlculo de la concentraciôn de glucosa en las 
muestras se realizô mediante la fôrmula:
log T (x) - ordenada en origen
Glucosa (x) =
pendiente del patrôn
Obviamente, las unidades de concentraciôn dependerân de -
las del patrôn. Si el patrôn, por conveniencia, estuviera
exprèsado en mg entonces la concentraciôn mM de glucosa
la hallamos de la siguiente forma:
log T - ordenada en origen 1000
Glucosa (mM)  -------------------------- x   x F.D.
pendiente 180
donde 180 es el peso molecular de la glucosa y F.D. el fac
tor de diluciôn de la muestra. Este procedimiento permite
la medida de gran nûmero de mue stras de una vez, lo que -
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proporciona mayor exactitud.
e) Medida del consume de oxigeno.- El consume de 
oxlgeno fué calculado conociendo la diferencia de con cen - 
traciôn arterio-venosa. La mediciôn se efectuô polarogrâ- 
ficamente con un electrode de platine, Y.S.5331, de la ca­
sa Yelow Spring Instruments (Ohio, U.S.A.) y un ampli fi ca- 
dor disehado y construido en la Universidad de Pensylvania 
(U.S.A.). La concentraciôn arterial fué calculada midien- 
do la tensiôn de oxigeno en el medio de perfusiôn, recircu 
lande, antes de colocar el hîgadoi Los câlculos de concen 
traciôn de oxigeno, se hicieron refiriendo los valores ob- 
tenidos a una calibraciôn previa, hecha con gases de con - 
centraciôn de oxigeno conocida (95% O2, 50% O2, aire (21%
O2) y nitrôgeno).
El consume de oxigeno por el higado, expresado en 
vatomos/lOO g. Peso corporal/hora, lo calculâmes de la si 
guiente manera;
[ A-V] (mM) X Flujo(ml/min) x60x2
Consume Op
( pâtomos/lOO g P.C./Hr) Peso corporal x 100
9.- Câlculo y expresiôn de los resultados.-
La concentraciôn de metabolites ha sido expre sada 
como nmoles x g peso seco~^. Estes dates pueden ser extra 
pelades a peso hûmedo conociendo que en nuestra situaciôn 
la proporciôn hâmedo/seco fué de 4,94.
Habida cuenta que los higados fueron congelados al
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final de cada experiment o, por conveniencia, los datos re­
latives a la utilizaciôn de substrates y producciôn de glu 
cosa u otros metabolites, han sido expresados como: 
pmoles/lOO g Peso Corporal/Hr 
eventualmente estes datos podrîan ser transformados en: 
ymoles/g de higado 
teniendo en cuenta que la relaciôn peso higado/peso, corpo­
ral, en 16 ratas de alrededor de 200 g résulté ser: 
g higado/lOO g Peso corporal = 3.77+0.12 
Esta relaciôn cambia con el ayuno (Parrilla y Toev% 
1974) convirtiêndose en:
g higado/lOO g Peso corporal = 3.32 
Los cambios metabôlicos fueron calculados en inter 
valos en que tuviêramos mayor certeza de que la prépara —  
ciôn, metabôlicamente, se hallaba en equilibrio; de a hi 
que eligiêramos los ûltimos 30 minutos de perfusiôn en ca­
da grupo de expérimentes.
La evaluaciôn ëstadistica de los datos fué hecha 
utilizando una calculadora de mesa, programable, Olivetti 
P-102.
R E S U L T A D O S
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RESULTADOS
1.- Efectos de glucagôn y de glucagôn mâs insulina 
sobre el metabolismo hepâtico de L-Lactato sôdico.-
a) Cambios en el medio de perfusiôn.-
La fig. 4 muestra la producciôn hepàtica de gluco­
sa durante sesenta minutos de perfusiôn. La grâfica ha si 
do confeccionada omitiendo, para mayor claridad, la gluco­
sa producida en los primeros treinta minutos de perfusiôn 
en ausencia de lactato. Pue de apreciarse que la presencia 
de glucagôn, estimulô cleiramente la producciôn de glucosa, 
mientras que la adiciôn de insulina revirtiô el efecto es- 
timulante del glucagôn. En la fig. 5 podemos apreciar que 
el efecto estimulante del glucagôn no es resultado de una 
glucogenolisis aumentada, ya que el glucagôn produjo un - 
aumento en la utilizaciôn de lactato paralelo al efecto es 
timulante de la producciôn de glucosa. De igual forma, la 
insulina revirtiô el efecto estimulante del glucagôn sobre 
la utilizaciôn de lactato.
La producciôn de pyruvato (Fig.6) aumentô durante 
los primeros veinte minutos de perfusiôn. A partir de es­
te moment o, la concentraciôn de pyruvato en el medio des - 
ciende gradualmente, indicando que el higado, de productor, 
pasa a ser consumidor de este metabolito. Estos cambios 
son, como veremos mâs tarde, un reflejo del estado de oxi-
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Fig. 4 Bfecto de glucagôn y de glucagôn mâs insulina so 
bre la producciôn de glucosa a partir de L-Lactato sôdico 
(10 mM). Las adiciones de hormonas y/o substrato fueron he 
chas a los 30 minutos de perfusiôn. Los puntos repre sent an 
valores medios de ocho perfusiones y las barras verticales 
el error tipo de la media.
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Pig, 5 Efecto de glucagôn y de glucagôn mâs insulina so 
bre utilizaciôn hepâtica de L-Lactato sôdico. Los puntos 
representan valores medios de al menos ocho perfusiones y 
las barras verticales el error tipo de la media.
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Fig, 6 ,- Producciôn de pyruvato a partir de L-lactato s6 
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dorreducciôn de los nucleôtidos de piridina del citosol.
La disminuciôn graduai de pyruvato es consecuencia de la 
disminuciôn paralela de lactato y tiene como fin el mante- 
ner la constancia del cociente Cnad'*’] /[ NADH] .
El glucagôn estimulô la producciôn total de urea 
en un 40% (Fig. 7), efecto que la insulina no consiguiô - 
revertir totalmente, como lo hizo con la producciôn de glu 
cosa. Este aumento de la ureogênesis en ausencia de subs­
trates nitrogenados en el medio, sugiere que la hormona ha 
debido actuar movilizando aminoâcidos ya que el pool de 
aminoâcidos libres del tejido no podrla dar cuenta de este 
aumento en la producciôn de urea; por otra parte los amino 
âcidos que hemos medido no mostraron variaciones de impor- 
tancia en su concentraciôn (Tablas 12 y 14), lo que indi­
cé que el incremento en la producciôn de urea sea el resul 
tado de una proteôlisis incrementada. La protelna dégrada 
de pue de ser o bien la albûmina bovine que ahadimos al me­
dio o bien protelna tisular.
En las tablas 1 y 2 ofrecemos Una slntesis de los 
efectos de glucagôn y de glucagôn mâs insulina sobre el me 
tabolismo de lactato. Los câlculos han sido hechos por di 
ferencia entre los valores hallados a los 60 y 90 min. de 
perfusiôn, es decir, el ûltimo periodo de 30 min. en pre - 
sencia de substrato y de hormona. Esto se ha hecho asi 
porque durante este periodo existen mayores garantlas de 
que la preparaciôn haya alcanzado una situaciôn de equili­
brio.
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Fig. 7 •- Efecto de glucagôn y de glucagôn mâs insulina so 
bre la producciôn de urea en higados perfundidos con L-lac- 
tato sôdico (lOmM). Los puntos son valores medios y las ba 
rras verticales representan el error tipo de la media.
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La tabla 1 nos muestra que el glucagôn estimulô 
un 34% la producciôn de glucosa comparado con el control 
en ausencia de hormonas. La proporciôn, lactato utiliza­
do: Glucosa producida, resultô ser de 2,3 y la presencia 
de hormonas no alterô este cociente. Puesto que la sînte 
sis de una molêcula de glucosa requiere dos de lactato, 
esto quiere decir que es muy escasa la cantidad de lacta­
to disponible para otros procesos que no sean gluconeogéne 
sis. La importancia de este punto viene dada por el in - 
terês en conocer la fuente de la que la cêlula obtiene el 
AT? necesario para la sintesis de glucosa. En la tabla 2 
se estàblece un balance metabôlico en el,que, por diferen 
cias, podemos llegar a estimar la cantidad de substrato 
oxidable en cada situaciôn experimental. La oxidaciôn corn 
pleta de 26 moléculas de lactato, darla lugar a 312 molé- 
culas de ATP, mientras que en los mismos higados se han 
debido utilizar 738 enlaces fosfatos de aita energla para 
la slntesis de 123 moléculas de glucosa. El balance —  
energético es, pues, negative, aûn habiendo menospreciado 
en esta estimaciôn la slntesis de cuerpos cetônicos y el 
NADH pair a la conversiôn de lactato a pyruvato
en el citosol.
b) Intermediarios de gluconeogênesis.- 
En la tabla 3 se muestran los cambios en la con­
centraciôn de intermediarios de la gluconeogênesis bajo 
las distintas situaciones expérimentales estudiadas. Para
Tabla 3 Concentraciôn hepâtica de intermediarios de la 
secuencia gluconeogenética. Los higados, tras ser perfun­
didos durante 60 minutos con lactato sôdico (10 mM), fue­
ron râpidamente congelados con bloques de aluminio enfria 
dos en nitrôgeno liquido y procesados ulteriormente segûn 
se describe en Mêtodos. En todos los casos los higados - 
fueron perfundidos durante 30 minutos antes de la adiciôn 
de lactato sôdico y hormonas.
Control Glucagôn Glucagôn
+ Insulina
nmoles/g Peso seco
[Lactato] 14595+910 13834+948 13721+948
[Pyruvato] 995+119 808+76 944+101
[Oxaloacetato] 19+2 11+1 16+3
[Malato] 1186+161 1334+101 1249+112
[P-enol-Pyruvato] 466+66 638+42 492+62
[3-P-Glycerato] 351+62 517+77 360+60
[Triosa-P] 36+4 41+4 39+6
[a-Glycerofosfato] 1034+68 1152+102 933+66
[Fuctosa-di-P] 49+5 46+2 48+4
[Fructosa-6-P] 28+3 41+5 30+5
lGlucosa-1-P] 16+2 21+2 15+2
[Glucosa-6-P] 180+15 232+16 203+18
—57—
su mâs cômodo anâlisis hemos representado estos valores en 
la fig. 8 como variaciones resÿecto al control y en la mis 
ma secuencia que estos aparecen en la slntesis de glucosa. 
Este tipo de representaciôn es caracterlstico del anâlisis 
de un sistema mediante el llamado teorema de "cross-over" 
o punto de intersecciôn. Originalmente ideado por Chance 
y col., (1955 y 1956) este teorema tuvo su aplicaciôn para 
el estudio del control del transporte de elettrones en la 
cadena respiratoria, aunque posteriormente fue utilizado - 
indiscriminadamente para el anâlisis de multitud de siste- 
mas. En términos prâcticos resumiremos diciendo que en 
los puntos sobre los que el control es ejercido, cabria e^ 
perar una disminuciôn en el control de intermediarios en 
el lado del substrato y un acâmulo en el lado del pro ducto, 
Esto darîa lugar a una intersecciôn o "cross-over” euando 
los valores se expresan grâficamente contra el control. 
Como hemos dicho Chance y col. utilizaron este tipo de anâ 
lisis sôlo para el estudio de problemas concretos de la ca 
dena respiratoria aunque mâs tarde dieron una définieiôn 
mâs simple y general (Chance y col., 1958) para describir 
transiciones de un estado de equilibrio a otro. La princi 
pal objecciôn con la que tropieza la utilizaciôn de este 
teorema para su uso general en regulaciôn metabôlica es la 
de que se parte de la base de que hay una conservaciôn de 
los intermediarios que participan en la ruta metabôlica.
Si bien esto es cierto para el caso de la cadena respirato 
ria, dista mucho de ser asi para la mayorla de los siste -
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Fig. 8 Bfectos de glucagôn y de glucagôn mâs insulina so 
bre la concentraciôn de intermediarios de la secuencia gluco 
neogenêtica en higados perfundidos con L-Lactato sôdico —  
(10 mM). Los valores, media de ocho experimentos + error ti 
po, son expresados como porcentaje de variaciôn respecto al 
control (abscisa). La linea entrecortada sehala aquellos in 
termediarios que no forman parte direeta de la secuencia.Los 
higados fueron congelados a los 60 min. de la adiciôn de sute 
trato y procesados segûn se describe en la secciôn de Mêtodos.
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mas. Un detallado anâlisis de este teorema ha sido ofreci 
do por Holmes (1959) y mâs recientemente por Rolleston —  
(1966) .
En nuestro caso hemos representado de esta forma - 
las variaciones en la concentraciôn de intermediarios por 
conveniencia, ya que creemos que es una forma cômoda de - 
mostrar cambios cualitativos; pero no pretendemos analizar 
estos cambios sobre la base de teorema del "cross-over”.
La fig. 8 muestra que la adiciôn de glucagôn produ 
ce, junto con el estimulô en la producciôn de glucosa, un 
nuevo equilibrio en la concentraciôn de intermediaries de 
la via. Esta nueva situaciôn de equilibrio se caracteriza 
por: Disminuciôn de 1 a concentraciôn de metabolites per
detrâs de oxalacetato y su aumento por delante hasta trio- 
sa-fosfato. pstos cambios se reflejan grâficamente (fig.8) 
como un primer punto de intersecciôn que probablement e re- 
fleja un aumento de actividad en la encruci j ada. oxala ce t a- 
to-fosfoenolpyruvato. Un segundo punto de intersecciôn 
aparece como consecuencia de una disminuciôn en la concen­
traciôn de fructosa difosf ato y aumento de hexosa fosfato. 
Este cambio pue de ser un reflejo de un aumento de act ividad 
de fructosa difosf at asa o inhibiciôn de f osf of ructoki nasa. 
Sabemos que fosfofructokinasa es activada por AMP y AD? e 
inhibida por ATP y citrato (Lovry y Passonneau, 1966) mien 
tras que fructosa difosfato fosfatasa es inhibida por AMP 
(Taketa y Pogell, 1965). Del anâlisis de los cambios en
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la concentraciôn de citrato (tabla 4) y de nucleôtidos de 
adenina (tabla 5) résulta que el ûnico cambio compatible 
con nuestros hallazgos séria el acuso aumento en la concen 
traciôn de citrato.
La adiciôn de insulina conjuntamente con el gluca­
gôn resultô en una reversiôn del patrôn de intermediarios 
que acabamos de describir (Fig. 8). Esto, si no prueba, 
al menos, sugiere que existe una correlaciôn entre el au - 
mento de gluconeogênesis y el patrôn de intermediarios des^  
crito. En otras palabras, los cambios descritos deben te- 
ner alguna relaciôn con el aumento de flujo en la via.
c) Intermediarios del ciclo de los âcidos tricarbo 
xilicos.-
Los cambios en la concentraciôn de estos interme - 
diarios aparecen descritos en la tabla 4 y représenta dos 
en forma "cross-over" en la Fig. 9. El glucagôn aumentô 
la concentraciôn de citrato, isoci trato, et -Ice to glut ar ato y 
malato y disminuyô la de oxalacetato, acetyl-CoA y aspart a 
to. Estos cambios sugieren o bien un aumento de actividad 
de citrato sintetasa (citrate oxalacetate-lyase (CoA-acet^ 
lating) 4.1.3.7) o bien una inhibiciôn de a -KEToglutarato 
oxidasa o quizâs succinato deshidrogenasa (succinato (ace£ 
tor) oxidoreductase 1.3.99.1.).
La acciôn de la insulina aqui tambiên revirtiô los 
cambios inducidos por el glucagôn (Fig. 9).
d) Nucleôtidos de adenina y consume de oxigeno.-
La acciôn del glucagôn se caracterizô (Tabla 5) -
Tabla 4 Efectos de glucagôn y de glucagôn mâs insulina 
sobre la concentraciôn hepâtica de intermediarios del ci­
clo de los âcidos tricarboxîlicos en presencia de L-lacta 
to sôdico (10 mM) como substrato. Las cifras representan 
valores medios de ocho experimentos + error tipo.
Control Glucagôn Glucagôn 
+ Insulina
nmoles/g. Peso seco
[Malato ] 1186+161 1334+101 1249+112
[Oxalacetato] 19+2 11+1 16+3
[Acetyl-CoA] 347+30 268+35 335+60
[citrato ] 218+266 2518+376 2202+244
[Isocitrato] 91+6 132+8 83+8
[ oc-Ketoglutarato ] 1763+125 2009+242 1766+168
[Glutamato ] 9481+372 10297+470 8981+1107
[Asp art ato ] 1902+155 1515+84 1766+179
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Fig, 9 Efecto de glucagôn y de glucagôn mâs insulina so 
bre la concentraciôn de intermediarios del ciclo de los âcd^  
dos tricarboxîlicos, en higados perfundidos con L-Lactato 
sôdico (10 mM). Los valores, media de ocho observaciones + 
error tipo, ap are cen representados como porcentaje del con­
trol. Los higados fueron congelados a los 60 min. de la ad^ 
ciôn de substrato y procesados segûn se describe en la Sec­
ciôn de Mêtodos.
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por una disminuciôn del cociente [ ATP] /[ ADP] y un lige 
ro aumento en la concentraciôn de AMP. La constancia de 
la expresiôn [ATP] [AMP] /[ ADP]^, cociente de acciôn de 
masas de adenylato-kinasa (ATP;AMP phosphotransferase 2.7. 
4.3.), y la proximidad de los valores hallados al de 2.26 
descri to para la constante de equilibrio (Eggleston y Hems» 
1952), indican que esta acciôn se halla prôxima a su equi­
librio termodinâmico.
El glucagôn aumentô el consumo de oxigeno en unos 
65 pâtomos/lOO g P.C./Hr. Asumiendo un cociente P:0 de 3, 
los enlaces ricos en fosfato generados con ese incremento 
en el consumo de oxigeno, son ligeramente inferiores a los 
requeridos para dar cuenta del estimulô gluconeogenêtico. 
Esto quizâs implique que el glucagôn obtenga esa energia 
extra mediante una redistribuciôn del consumo de la ener - 
gia ûtil de que dispone la célula.
2.- Efectos de glucagôn y de glucagôn mâs insulina 
sobre el metabolismo hepâtico de ir-Alanina.-
En la introducciôn de este trabajo (pag. 6 ) ya hi­
cimos alusiôn a la importancia fisiolôgica de la gluconeo- 
génesis a partir de aminoâcidos poniendo de manifiesto la 
correlaciôn observada entre movilizaciôn de aminoâcidos y 
gluconeogênesis. Los aminoâcidos son la fuente de la que 
el organisme se vale para la neoformaciôn de glucosa. La 
fig. 10 es una prueba experimental de lo dicho. En esta -
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Fig. 10 Correlaciôn entre producciones de glucosa y de 
urea en higados perfundidos en ausencia de fuentes exôgenas 
de carbono y nitrôgeno. Glucosa y urea fueron medidos a 
los 30 min. de perfusiôn.
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figura se correlacionan las producciones de glucosa y urea 
en higados perfundidos en ausencia de fuente exôgena de - 
carbono. En estas circunstancias existe una Clara correlà 
ciôn entre ambos procesos (y = 16.08 + 0.38 x).
Para nuestros experimentos hemos elegido el amino- 
âcido alanina porque fisiolôgicamente es el que es libera- 
do por el mûsculo (London, 1965) y utilizado por el higado 
(Owen y col., 1969) en proporciones mâs importantes. La 
importancia de la alanina como precursor gluconeogenêt ico 
también ha sido puesta de manifiesto en experimentos in vi 
vo bajo circunstancia de aumento en las demandas gluconeo- 
genêticas (Parrilla y Toews, 1974a).
a) Cambios en el medio de perfusiôn.-
La figura 11 muestra el efecto de glucagôn mâs insu 
lina sobre la producciôn de glucosa. El glucagôn produjo 
un claro efecto estimulante desde el comienzo de la perfu­
siôn. La acciôn conjunta de glucagôn e insulina dio lugar 
a una inhibiciôn del efecto del glucagôn pero sin llegar a 
los niveles del control.
La producciôn de lactato (Fig. 12) fué prâcticamen__ 
te lineal durante los veinte primeros minutos de perfusiôn 
a partir de los cuales decayô bruscamente. No hubo diferen 
cias apreciables entre el control y los higados perfundidos 
en presencia de hormonas.
La producciôn de pyruvato, si parece estar influen- 
ciada por la presencia de hormonas (Fig. 13). La produc -
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Fig. 11 Produccl6n de glucosa a partir de L-alanina 
(10 mI4). Efecto de glucagôn mâs insulina. Los puntos re 
presentan los valores medics de al mènes echo experimen - 
tes y las barras verticales el error tipo de la media.
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Fig. 12 Producciôn de lactato en hîgados perfundidos - 
con L-alanina (10 mM) como substrato. Efecto de glucagôn y 
de glucagôn mâs insulina. Los puntos representan valores 
medios de al menos ocho experimentos y las barras verticales 
el error tipo de la media.
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Fig. 13 Producciôn de pyruvate en hîgados perfundidos 
con L-alanina (10 mM) como substrato. Efecto de glucagôn 
y de glucagôn mâs insulina. Los puntos son valores medios 
de al menos ocho experimentos y las barras verticales re- 
presentan el error tipo de la media.
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ciôn fuè casi lineal durante los treinta primeros minutos 
a partir de los cuales decayô bruscamente. Prece existir - 
una relaciôn inversa entre actividad gluconeogenética y 
producciôn de pyruvato. Estos patrones de producciôn de - 
pyruvato y lactato creemos deben ser interpretados como un 
intento de equilibrar el estado de oxidoreducciôn dentro y 
fuera de la membrana plasmâtica del faepatocito.
La producciôn de urea resultô también claramente 
estimulada en presencia de glucagôn, mientras que la presen 
cia de insulina disminuyô la producciôn de urea indu so - 
por debajo de los valores de control. Como puede observar 
se la producciôn de urea no es lineal durainte toda la per- 
fusiôn sino sôlo aproximadamente en los ûltimos treinta mi 
nutos. Esta falta de linearidad en la producciôn de urea 
ya ha sido observada por otros autorès.
En las tablas 6 y 7 tratamos de resumir los efec - 
tos de glucagôn y de glucagôn mâs insulina sobre el metabo 
lismo de L-Alanina. Los flujos metâbolicos, como anterior 
mente, los hemos calculado por diferencias en el ûltimo in 
tervalo de 30 min. de perfusiôn. En estas circunstancias 
puede apreciarse (tabla 6) que el glucagôn estimulô gluco- 
neogênesis un 42% sobre el control y la presencia de insu­
lina disminuyô esta cifra a solo un 11%. El cociente ala- 
nina utilizada/glucosa producida variô de 2.5 para el con­
trol a 2.2 para el grupo con glucagôn. Los valores son 
muy aproximados a los obtenidos en los experimentos en que
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Fig. 14 Efecto de glucagôn y de glucagôn mâs insulina, 
sobre la producciôn de urea en hîgados perfundidos con L- 
alanina (10 mM). Los result ados son valores medios de ocho 
experimentos + error tipo.
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utilizamos L-lactato como substrato por lo que los mismos 
comentarios son aplicables a este caso.
La tabla 7 trata de establecer un balance ente el 
substrato utilizado y los productos mâs importantes apare 
cidos en el medio de perfusiôn. La producciôn de glucosa 
da cuenta, como era de esperar, de la mayor parte de la 
alanina utilizada. Teniendo en cuenta que la slntesi s de 
una molécula de urea requiere dos de alanina, podemos —  
apreciar que la producciôn de urea (deaminaciôn de alani­
na) da cuenta sobradamente del carbono necesario para la 
slntesis de glucosa, lactato y pyruvato. El hecho de que 
la producciôn de urea sea mayor que la utilizaciôn de ala 
nina en el intervalo 6.0-90 min. puede ser debido a la fal 
ta de linearidad en el proceso de slntesis de urea que ha 
permitido la acumulaciôn previa de greuides cantidades de 
amonio durante los primeros minutos de perfusiôn que da - 
rian lugar a que mâs tarde la slntesis de urea pudiera 
procéder a velocidades mayores que la deaminaciôn de ala­
nina.
Vemos de nuevo que la cantidad de substrato dispo 
nible para su oxidaciôn es pequeha y que nunca podrla dar 
cuenta de la energla consumidad en el incremento en la - 
producciôn de glucosa.
b) Intermediarios de gluconeogênesis.-
La tabla 8 muestra las concentraciones de los in­
termediarios de gluconeogênesis a los 60 min. de perfusiôn
Tabla 8 •- Concentraciôn hepâtica de intermediarios de la - 
secuencia gluconeogenética trâs perfusiôn con L-Alanina —  
(10 mM). Las adiciones de substrato y hormonas fueron hechas 
a los 30 minutos de perfusiôn y los hîgados fueron congela- 
dos 60 minutos mâs tarde y procesados segûn se describe en 
Mêtodos.
Control Glucagôn Glucagôn 
+ Insulin
nmoles/g. Peso seco
[Alanina] 45955+4083 54047+4059 46184+4098
[Lactato] 5626+375 4692+311 4573+228
[Pyruvato ] 788+85 445+48 639+60
[Oxaloacetato] 18+1.7 13+0.8 18+1.1
[Malato] 616+65 697+33 625+65
[P-enol Pyruvato] 2789+427 5159+772 2846+711
[2-P-Glycerato] 585+72 923+151 535+72
[3-P-Glycerato] 6127+818 9224+1242 5819+1083
[Triosa-P] 34.3+2.8 21.9+2.3 29.6+2.8
[ or-Glycerof osf ato ] 643+81 864+^4 724+55
[Fructosa-di-P] 34.7+4.0 17.9+1.8 27.5+1.9
[Fructosa-6-P] 47.4+5.5 64.2+7.8 49.3+4.1
[Glucosa-l-P ] 34.5+3.0 44.0+3.5 34.9+2.8
lGlucosa-6-P ] 163+10 207+13 189+21
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con L-Alanina.
En la misma tabla 8 ^ cirecen los cambios indueidos 
por glucagôn y por glucagôn mâs insulina. En la fig. 15 
se muestras los mismos valores representados grâficam ente 
en forma de "cross-over".
Cualitativamente los cambios indùcidos por gluca­
gôn son muy similares a los descritos con lactato como - 
substrato. Llaman la atenciôn los "cross-over" entre oxa 
lacetato y PEP, asl como entre fructosa-difosfato y fruc- 
tosa-6-fosfato.
En la parte inferior de la misma fig. 15 podemos 
apreciar como en presencia de insulina prâcticamente to - 
dos los cambios son revertidos o disminuidos considerable 
mente. La persistente elevaciôn de hexosas-fosfato es - 
compatible con la incompleta inhibiciôn de gluconeogéne - 
sis observada.
c) Intermediarios del ciclo de los âcidos tricar- 
boxilicos.-
Los cambios en la concentraciôn de estos interme­
diarios aparecen resumidos en la tabla 9 y, grâficamente, 
en forma de "cross-over", en la Fig. 16. El glucagôn, co 
mo puede apreciarse, produjo un aumento en la concentra - 
ciôn de citrato, isocitrato, glutamato y aspartato y una 
disminuciôn de malato oxaloacetato, acetyl-CoA y a-Keto- 
glutarato.
El aumento de citrato favorecerla la inhibiciôn
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Fig. 15 Efectos de glucagôn y de glucagôn mâs insulina 
sobre la concentraciôn de intermediarios de la secuencia - 
gluconeogenética en hîgados perfundidos con L-Alanina (10
mM). Los valores, media de ocho observacione s + error tipo, 
son representados como porcentaje de variaciôn respecté al 
control (abscisa). La lînea entrecortada sehala aquellos - 
intermediarios que no forman parte directa de la secuencia. 
Los hîgados fueron congelados a los 60 min. de la adiciôn 
de substrato y procesados segûn se detalla en la secciôn - 
de Mêtodos.
Tabla 9 Efecto de glucagôn y de glucagôn mâs insulina so 
bre la concentraciôn hepâtica de intermediarios del ciclo 
de los âcidos tricarboxilicos, en presencia de L-Alanina —  
(10 mM) como substrato. Las cifras representan valores me­
dios de ocho experimentos + error tipo.
Control Glucagôn Glucagôn
+ Insulina
nmoles/g. Peso seco
[Malato]
[Oxalacetato]
[Acetyl-CoA]
[Citrato]
[isocitrato]
[a-Ketoglut arato]
[Glutamato]
[Aspartato]
616+65 697+33 625+65
18.11+1.7 13.24+0.8 18.30+1.1
348+22 336+17
1227+181 1363+117
36+4.2
529+30
39+3.7
460+35
326+35
1281+156
41+3.5
614+58
10172+960 12090+895 11071+1171
13075+1290 14682+2223 10475+549
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Fig. 16 Efecto de glucagôn y de glucagôn mâs insulina 
sobre la concentraciôn de intermediarios del ciclo de los 
âcidos tricarboxilicos, en hîgados perfundidos con L-Ala- 
nina (10 mM). Los valores, media de ocho observaciones + 
error tipo, aparecen representados como porcentaje del cgi 
trol. Los hîgados fueron congelados a los 60 min.de la a& 
ciôn de substrato y procesados segûn describe en la sec - 
ciôn de Mêtodos.
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de fosfofructokinasa, hecho que séria compatible con la dis 
minuciôn en la concentraciôn de fructosa-difosfato. La di£
minuciôn en la concentraciôn de acetyl-CoA y de oxaloacetato
son desfavorables para explicar el flujo a travês de pyruva 
to carboxilasa y fosfoenolpyruvato carboxikinasa. Para el 
primer enzima el acetyl-CoA es el modulador mâs importante 
(utter y Scrutton, 1969a); respecte al segundo enzima dada 
su baja Km para el oxaloacetato (Holten y Nordlie, 19 63; -
Chang y col., 1966) las variaciones en la concentraciôn de 
este metabolite pueden tener gran repercusiôn sobre el flu­
jo a travês de este enzima. La incompatibilidad de los cam
bios observados con el aumento de flujo gluconeogenêtico 
quizâs haya que buscarla en la compartimentaciôn celular, - 
es decir, es posible que en el compartimente en el que se 
halle el enzima se produzca un aumento de un metabolite a 
pesar de que veamos descender su concentraciôn total. Vol- 
veremos sobre este punto mâs tarde.
d) Nucleôtidos de adenina y consume de oxigeno.-
A1 igual que hemos visto en el grupo de higados per 
fundidos con L-Lactato, el glucagôn produjo una disminuciôn 
del , cociente [ ATP] /[ ADP] y una discreta elevaciôn en - 
la concentraciôn de AMP.
El glucagôn produjo un aumento en el consume de oxi 
geno de 40-50 yâtomos/lOO g P.C./Hr. Una vez mâs comproba 
mes que los enlaces f osf ato generados por este consume de 
oxi geno son inferiores a los requeriiilientos para dar cuen-
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ta del estîmulo gluconeogenético observado.
3.- Efectos de glucagôn y de glucagôn mâs insulina 
sobre los cocientes de acciôn de masas de alanina y asparta 
to aminotransferasas.-
Las tablas 11-14 muestran las variaciones en la con 
centraciôn de reactantes y cocientes de acciôn de masas de 
alanina y aspartato aminotransferasas. Se aprecia que, a 
pesar de cambios acusados en algunos de los metabolites, el 
cociente de acciôn de masas no sufriô cambios acusados bajo 
los distintos estimulos estando prôximos siempre a los valo 
re descritos para las constantes de equilibrio de 6.6 para 
la aspartato aminotransferasa (Krebs y Veech, 1969) y 1.5 - 
para la alanina-aminotransferasa (Krebs, 1963), la proximi- 
dad de los valores observados a las constantes de equilibria 
indican que estas reacciones estân prôximas a su equilibrio 
en el tejido y que por tante no pueden ser déterminantes de 
aumento de flujo. A similar c onclusiôn llegaron Parrilla y 
Toews (1974b) en animales intactes durante ayuno prolongado. 
En otras palabras, un aumento en la utilizaciôn dealanina 
no puede ser explicado nunca como debido a la etapa de tran 
saminaciôn; de igual manera, el aumento en la slntesis de 
urea en los higados perfundidos con lactato no puede ser - 
una consecuencia de una mayor actividad transaminativa para 
formar aspartato y glutamato.
Finalmente, diremos que la constancia de estos valo
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res y su proximidad a las constantes de equilibrio sirve 
como contraste de calidad de la tecnologia utilizada en la 
ejecuciôn de este trabajo.
4.“ Cambios en el estado de oxidoreducciôn induci- 
dos por glucagôn ô glucagôn mâs insulina.-
Dado que la mayor parte de nucleôtidos de nicotina 
mida se hallan ligados a proteinas en la cêlula (Bûcher, 
1970), es évidente que la medida de su concentraciôn to - 
tal no puede dar una idea fiel del estado de oxidoreducciôn 
de la cêlula, Holzer y col. (1956) desarrollaron un proce 
dimiento para poder medir la producciôn de [NAD^ /[ NADH] 
libre. El procedimiento, bâsicamente, consiste en utilizar 
las concentraciones de parejas de metabolites ligados o - 
deshidrogenasas dependientes del sistema NAD^ - NADH. Es­
tas parejas de metabolites y su constante de equilibrio se 
relacionarîan con la pareja de nucleôtidos de la siguiente 
manera:
+ —^(1) Reactante reducido + NAD -> Reactante oxidado + NADH
(2) Keq =
[ Reac. oxidj x[ NADH] 1 [Reac. red] x [NAD^]
[ Reac. red.] x[ NAD^] Keq [Reac.oxid] x [NADH]
[NAD^] 1 [Reactante oxidado]
(3)   =   X
[NADH] Keq [React, reducido]
— 8 8 —
Utilizando (3) podemos calcular la relaciôn [NAD**^ ]/[NADtfl 
en citosol y en mitocondria separadamente. Para ello bas- 
ta conocer la concentraciôn de metabolites que tomen parte 
en reacciones de oxidoreducciôn que estên prôximas a su - 
equilibrio termodinâmico y cuya constante de equilibrio sea 
conocida. Debemos partir de las siguientes presunciones:
1) Sôlo estableceremos relaciôn entre parejas de metaboli­
tes y "pool" de NAD’*’ con deshidrogenasas que se encuentren 
localizados en un solo compartimente, citosol o mitocondria
2) Los componentes de la pare j a elegida deben estar prôxi­
mos al equilibrio bajo las condiciones estudiadas, es de - 
cir, la actividad del enzima debe ser mayor que la de aque 
llos otros enzimas que pudieran causar producciôn o desapa 
riciôn de la pareja de reactantes.
3) Los componentes oxidado y reducido de 1 a pareja deben 
de estar uniformemente distribuidos en la cêlula, dado que 
para el anâlisis partimos de tejido total.
4) La cantidad de substrates ligados a proteîna deberla - 
ser despreciable.
La pare j a [Lactato] / [Pyruvato] es un buen indica_ 
dor del nivel de reducciôn del sistema NAD^/NADH citosôli- 
co ya que el enzima lâctico deshidrogenasa se localiza ex- 
clisivamente en ese compartimente. La pare j a [3 -hidroxi- 
butirato] / [Acetoacetato] junte con el enzima 3 -hidroxi 
butirato deshidrogenasa (D-3-Hydroxybutyrate: NAD oxidore- 
ductase 1.1.1.30) localizado en la membrana mitocondrial
—89“
interna y la pareja [glutamato] / [ a-KG] [NH^] junto 
con el enzima glutamato deshidrogenasa (L-Glutamate; NAD 
oxidoreductase (deaminating) 1.4.1.2) localizado en la ma- 
triz, reflejan los cambios en el estado de reducciôn del 
"pool" mitocondrial de NAD*^ .
Las parejas [Malato]/[Oxalacetato] ô[ “-glicero - 
fosfato] / [Triosa-fosfato] reflejan cambios globales en 
el estado de reducciôn ya que sus respectivas deshidrogena 
sas estân présentes en ambos compartimentes celulares.
A efectos prâcticos y para valorar cambios en el 
estado de reducciôn celular résulta mâs cômodo manejar la 
relaciôn [metabolite reducido] / [metabolite oxidado].
SI glucagôn aumentô el estado de reducciôn de los 
nucleôtidos de nicotinamida tante en el compartimente cito 
sôlico como en el mitocondrial. Este fue cierto tante pa­
ra higados perfundidos con L-Lactato (tabla 15) como con 
L-Alanina (tabla 16). La presencia de insulina en el me - 
dio de perfusiôn no permitiô que se manifestaran estos —  
efectos del glucagôn sobre el estado de oxidorreducciôn.
El estado de reducciôn, como era de espereir, fué - 
mayor en los higados perfundidos con lactato. El hecho de 
que la pareja [Glutamato] / [ a-KG] de un valor alto con 
alanina es debido a que esta pareja no refleja fielmente - 
los cambios de [NAD^] / [NADH] dado que falta el tercer 
reactante que es amonio, es decir, la pareja compléta es 
[Glutamato] /[ a-KG] [NH^]. Çuando no hay aporte exôgeno
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de nitrôgeno podemos prescindir del [NH^ dado que este - 
es prâcticamente invariable, pero en presencia de un amino 
âcido, como en el caso de la alanina, la concentraciôn de 
NH^ llega aumentar cinco veces. Con estas consideracio- 
nes podemos comprender la aparente paradoja del aumento de 
la pareja [ Glutamato] /[ a-KG] en el grupo experimental 
de hîgados perfundidos con alanina.
Similar situaciôn respecto al estado de oxidorredu: 
ciôn ha podido ser apreciada al calcular el cociente [Lac- 
tato] / [ Pyruvato ] en el medio de perfusiôn. La figura - 
17 muestra estos cambios en hîgados perfundidos con lacta- 
to y la figura 18 en hîgados perfundidos con L-Alanina. En 
el primer caso el cociente disminuyô graduaImente a lo lar 
go de la perfusiôn. Durante los primeros 20-30 min. qui - 
zâs el medio de perfusiôn no refieje fielmente los cambios 
intracelulares del nivel de reducciôn puesto que para ello 
serîa preciso producir gran cantidad de pyruvato para equj^  
librar con el exceso de L-Lactato ahadido al medio. Real - 
mente asî vimos que sucedîa con la producciôn de pyruvato 
(figura 6). La disminuciôn graduai que se aprecia a par - 
tir de ese tiempo con toda probabilidad es expresiôn de la 
progresiva disminuciôn en la concentraciôn del substrate. 
Cuando el substrate utilizado fue L-alanina la situaciôn 
fué a la inversa; el medio de perfusiôn, mostrô cocientes 
[Lactato ] / [ Pyruvato ] indicatives de un mener estado de 
reducciôn que con lactato, que, progresivamente, fueron au
M CTATCj
[p y r u v a t o ]
30
20
GLUCAGON
CONTROL
GLUCAGON 
+ INSULINA
30 40 50 60 70 9080
TIEMPO (minutos)
Fig. 17 Efectos hormonales sobre el estado de oxi doredue 
ciôn expresado por el cociente [LACTATO] / [PYRUVATO] en 
el medio de perfusiôn, Los punt os son valores medios de al 
menos ocho experimentos y las barras verticales repre sentan 
el error tipo de la media.
5  r
[lactato ]
[p y r u v a to ]
zL l_# L
30 50
GLUCAGON
GLUCAGON 
+ INSULINA
CONTROL
70
TIEMPO (minutos)
90
Fig. 18 Efectos del glucagôn y de glucagôn mâs insulina 
sobre el estado de oxidorreducciôn celular expresado por - 
las variaciones en el medio de perfusiôn del cociente [LAC 
TATO ] / [PYkUVATO ] . Los puntos son valores medios de al 
menos ocho experimentos y las barras verticales repre sentan 
el error tipo de la media.
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mentando paralelamente a la utilizaciôn de alanina.
Indistintamente del substrato utilizado el gluca - 
g6n produjo un claro efecto aumentando el cociente [Lacta- 
to] / [Pyruvato] a lo largo de la perfusiôn, acorde con 
los cambios descritos previamente en el tejido.
Con la intenciôn de valorar los efectos hormonales 
c on independencia de efectos debidos a variaciones en la 
concentraciôn de substrato, llevamos a cabo varios experi­
mentos en los que la concentraciôn de substrato se mantuvo 
constante mediante infusiôn continua de una soluciôn c on- 
centrada de éste. La figura 19 muestra los efectos, en su 
cesiôn, de L-lactato, glucagôn e insulina, sobre consumo 
de oxigeno, producciôn de glucosa y sobre cocientes [Lacta 
to] / [Pyruvato] y [ g-hidroxibutirato] / [Acetoacetato]. 
La figura 20 muestra los efectos sobre idénticos paramètres 
pero con L-alanina como substrato. En estas figuras pue de 
apreciarse la raÿidez de los cambios en el consumo de oxlge 
no tras la adiciôn de glucagôn as! como los claros efectos 
de la hormona incrementando el estado de reducciôn en to - 
das las condiciones estudiadas. La insulina, una vez mâs, 
revirtiô casi todos los efectos sobre los paramétrés estu- 
diados con excepciôn del cociente [B-OHB] / [AcAc] . La 
explicaciôn puede venir dada por una mener permeabili dad 
de la membrana plasmâtica para estos metabolites, que para 
los de la pareja piACT] / [PYR] lo que harla que los cam 
bios intratisulares no se reflejaran en el medio de perfu-
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Fig. 19 Efecto de glucagôn y de glucagôn mâs insulina so 
bre producciôn de glucosa, consumo de oxîgeno y cambios en ëL 
estado de oxidorreducciôn en el efluente hepâtico. El subs­
trato, L-Lactato sôdico, fue afladido inicialmente para alcan 
zar una concentraciôn de 10 mM y a partir de este momento se 
siguiô infundiendo a un ritmo de 18 ymoles/min.
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Pig. 20 Bfecto de glucagôn y de glucagôn mâs insulina 
sobre producciôn de glucosa, consumo de oxîgeno y cambios 
en el estado de oxidorreducciôn en el efluente hepâtico, ^  
substrato, L-Alanina, fué ahadido inicialmente para alcan- 
zar una concentraciôn de 10 mM y a partir de ese moment o 
se siguiô infundiendo a un ritmo de 18 vmoles/min.
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siôn con la misma celeridad en ambos casos.
5.- Efectos de glucagôn y de glucagôn mâs insulina 
sobre la concentraciôn celular de CoA y derivados acyl-CoA.
Acetyl-CoA es un activador obligado de pyruvato - 
carboxilasa (Keech y Utter,1963) y existe suficiente evidgi 
cia de una correlaciôn entre aumento s en la concentra ciôn 
tisular de acetyl-CoA y gluconeogênesis (Newsholme y Gevers, 
1967; Toews y col., 1970). Puesto que una de las teorias 
sobre el mecanismo de acciôn del glucagôn sobre gluconeogé 
nesis es que serîa consecuencia de su acciôn lipolîtica - 
(Williamson, 1969) hemos considerado de interês el estudio 
del efecto del glucagôn sobre la concentraciôn de CoA y de 
rivados acyl-CoA. Las tablas 17 y 18 nos resumen los ha - 
llazgos sobre este aspecto en hîgados perfundidos con L-Lac 
tato y L-Alanina respectivamente. Los resultados fueron 
muy similares independientemente del substrato utilizado.
El glucagôn en ambos casos produjo una disminuciôn en la - 
concentraciôn de coenzima A y acetyl-CoA. Este hallazgo 
es contrario a la activaciôn del flujo a nivel de pyruvato 
carboxilasa; aunque no podemos descartar que se produjera 
una redistribuciôn de este intermediario que diera lugar a 
un aumento de su concentraciôn intramitocondrial.
Puesto que otros derivados acyl-CoA tienen gran im 
portancia reguladora como succinil-CoA, metilmalonil-CoA 
propionil-CoA, entre otros, (Williamson y col., 1972)ante 
la imposibilidad técnica de medir todos estos compuestos -
Tabla 17 Efectos hormonales sobre la concentraciôn en - 
equilibrio de derivados de Coenzima A y de cuerpos cetônicos 
en presencia de L-lactato sôdico (10 mM) como substrato. -
Las cifras representan valores medios de ocho experimentos 
+ error tipo.
Control Glucagôn Glucagôn
+ Insulina
nmoles/g. Peso seco
[Coenzima A] 412+29 375+24 332+19
[Acety1-CoA] 347+30 268+35 335+60
[CoA soluble] 1400+207 1269+95 1342+232
[CoA insoluble] 114+24 159+14 104+22
[Acetyl CoA] 
[CoA]
0.86+0.1 0.75+0.12 0.94+0.2
[Otros Acyl-CoA ]x 641 629 675
[ 6-Hidroxibutirato] 2729+297 2639+198 2668+249
[Acetoacetato] 934+162 709+123 839+120
X Calculado por diferencia entre el CoA total o soluble y 
la suma de acetyl-CoA mâs CoA.
Tabla 18 Efectos hormonales sobre la concentraciôn hepâ 
tica en equilibrio de derivados de Coenzima-A y de cuerpos 
cetônicos en presencia de L-Alanina (10 mM) como substrato. 
Los valores son médias de ocho experimentos + error tipo.
Control Glucagôn Glucagôn 
+ Insulina
nmoles/g. Peso seco
[Coenzima-A ] 418+43 330+14 333+2 2
[Acetyl-CoA] 348+22 336+17 326+3 5
[CoA Soluble] 1350+109 1340+179 1386+123
[CoA Insoluble ] 168+15 158+3 159+9
[Acetyl-CoA] 
[COA ] 0.86+0.07
1.03+0.08 0.98+0.09
[Otros Acyl-CoA] x 584 674 727
[e-Hidroxibutirato] 1572+120 1746+190 2062+185
[Acetoacetato ] 2238+195 2113+264 1473+138
X Calculado por diferencia entre el CoA total o soluble y 
la suma de acetyl-CoA mâs CoA.
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hemos tratado de averiguar si en presencia de glucagôn se 
producian cambios cuantitativos en la concentraciôn de es­
tos intermediarios derivados acilados de CoA. Para ello 
hemos seguido el siguiente procéder: Medir como CoA, tras
hidrôlisis alcalina, la totalidad del acyl-CoA de cadena 
larga. Llamamos también a este CoA, total o soluble, por 
ser extraido del tejido acido a diferencia de aquel que - 
con ese tratamiento précipita por estar ligado a protelnas.
La diferencia entre el CoA soluble o total y la su 
ma de CoA libre mâs acetil-CoA no da una estimaciôn de las 
variaciones globales de otros derivados CoA no medibles. 
Vemos, pues, que en presencia de L-Alanina (Tabla 18) el - 
glucagôn aumentô la concentraciôn de otros acyl-CoA lo que 
pudiera explicar que entre ellos hubiera algûn otro activa 
dor de pyruvato carboxilasa, como, por ejemplo, propi onyl- 
CoA (utter y col., 1964), que explicara la activaciôn glu- 
coneogenêtica. El hecho de que en presencia de insulina, 
que disminuyô efectivamente el efecto gluconeogenético del 
glucagôn, los cambios fueron similares al grupo con gluca­
gôn sôlo, hace considerablemente dificil poder interp retar 
los cambios de flujo a través de pyruvato carboxilasa en 
relaciôn a los cambios de estos intermediarios. Por su - 
puesto, nunca podemos descartar la posibilidad de cambios 
cualitativos que actualmente no hemos podido apreciar.
En presencia de L-lactato como substrato (tabla 17) 
la disminuciôn en CoA libre y acetyl-CoA fué aûn mâs acusa
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da y en este caso no hubo cambios aparentes en la concentra 
ciôn de acyl-CoA no medidos.
La falta de efecto del glucagôn elevando la concen­
traciôn de aceyl-CoA ha sido también comunicada por otros 
autores aunque en condiciones expérimentales distintas a 
las nuestras (Menahan y col., 1968).
No debemos descartar la alternativa de que la con - 
centraciôn intramitocondrial de acetyl-CoA sea siempre supe 
rior (Williamson y col., 1968) a la constante de activaciôn 
del enzima aislado.
6.- Efectos hormonales sobre la distribuciôn intra- 
celular de metabolites.-
La aplicaciôn de los mismos fundamentos descritos 
previamente para la medida del [ NAD^] / [ NADH ] libre (ver 
pag.ff) ha servido de base para tratar de establecer patro- 
nes cualitativos de distribuciôn intracelular de metaboli - 
tos. En algunas de las publicaciones recientes sobre el te 
ma vemos que las presunciones hechas para los câlculos son 
divers as y lo que es mâs importante, probablemente incorrec 
tas. Asi por ejemplo, Williamson, Lund y Krebs (1967) cal­
cul aron la distribuciôn intracelular de oxalacetato bajo la 
presunciôn de que malato estaria distribuido uniforme mente 
en la célula. De igual manera Williamson, J.R. (1969) par- 
tiô de la base de que glutamato y aspartato estarian distri 
buidos uniformemente para asî poder calcular la distribu —
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ciôn de a-ketoglutarato. Greenbaum y col. (1971) han pu- 
blicado recientemente un anâlisis crltico sobre las distin 
tas alternativas a seguir para el câlculo de la distribu - 
ciôn intracelular de metabolitos.
La importancia de estas medidas ha sido recal cada 
en los apartados anteriores y volveremos sobre ella en la 
discusiôn de este trabajo.
a) Procedimiento de câlculo de la distribuciôn in­
tracelular de metabolitos.-
Malato y oxalacetato.
Partimos de la presunciôn de que malato deshidroge 
nasa (MDH) y lactato deshidrogenasa (LDH) estân en equili­
brio con un mismo "pool" de NAD citosôlico y que malato 
deshidrogenasa mitocondrial estâ en equilibrio con 6-hidro 
xibutirato deshidrogenasa por medio de un mismo "pool" de 
NAD"^ mitocondrial. Como hemos sehalado previamente lâcti- 
co deshidrogenasa se halla présente sôlo en el citosol (c) 
mientas que 8-hidroxibutirato deshidrogenasa sôlo en la 
mitocondria (m). Por tanto podemos establecer las siguien 
tes relaciones:
[ Lactato] ^LDH
(1) ([Malato] / [Oxalacetato]) c = -----------  x- ----
[Pyruvato] MDH
r 8-hi^oxi— I OHBDH
(2) ([Malato] / [Oxalacetato])^ = ---— ~ — x  ------
[Acetoacetato] MDH
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A estas ecuaciones llegamos partiendo segûn acabamos de 
describir de ;
[NAD ]
[NADH] citosôlico 'LDH
[Pyruvato]
X
[Lactato]
[NAD+]''
[NADH]
Jf
citosôlico MDH
[Oxalacetato]
[Malato]
Igualando los segundo têrminos de ambas ecuaciones y re a • 
grupando llegariamos a la ecuaciôn (l) .
%LDH' ^MDH y ^OHBDH constantes de equili-
brio de lâctico deshidrogenasa, malato deshidrogenasa y -
3-hidroxibutirato deshidrogenasa respectivamente. Para 
los câltulos hemos tornado los valores de estas constantes 
determinados por Williamson, D.H. y col., (1967): 1.11 x
.-4 -510 para 2.78 x 10 para KMDH
-2
y 4.93 X 10 para
K a pH 7.0, 38 C y fuerza iônica de 0,25.
SJHBDn
Puesto que el malato y oxalacetato totales son me­
didos experimentaimente tenemos:
(3) [Malato]^Q^^^ = [Malato]^ + [Malato]^
(4) [Oxalacetato]^^^^^ = [Oxalacetato]^ + [Oxalacetato]^
Combinando las ecuaciones (l) - (4) podemos despe 
jar las cuatro incôgnitas.
—105—
Câlculo de la distribuciôn de glutamato y aspartato
Para calcular la distribuciôn de estos metabolitos 
partimos de las siguientes presunciones: (a) que glutâmico 
oxalacêtico transaminasa (GOT) estâ en equilibrio en ambos 
compartimentos; (b) que el amonio estâ distribuido unifor­
memente en el agua intracelular y (c) que 3 -hidroxibutira 
to deshidrogenasa (3-OHBDH) y glutamato deshidrogenasa (GDH) 
estân en equilibrio con el mismo pool de NAD^ libre.
Evidencia experimental sobre este ûltimo punto ha 
sido presentada recientemente por Parrilla y Goodman (1974).
Las etapas a seguir en el câlculo serian, pues, -+ 
las siguientes:
[Glutamato] X [Oxalacetato]
(5) [ « -Ketoglutarato]jjj = ___________^__________________ x
[Aspartato]^
[Glutamato]^ [NAD+]^
(6) [o -Ketoglutarato] = ------------ x ------- x K
[ NH4] [NADH]^
Podemos cambicir estas dos ecuaciones con lo que:
(7) [Aspartato] = [Oxalacetato] x ------- x [NH.]x-----
'sdh
Y substituyendo por nivel de reducciôn del [NAD^]/ 
[NADH] mitocondrial tendremos:
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[gOHButirato]
(8) [Aspartato]^ = [Oxalacetato]^ x------------- x K x
[Acetoacetato]
^GOT
^GDH
Tenemos también que:
(9) [Aspartato ]^  = [Aspartato ]^^^^^ - [Aspartato ]^
Para tomamos el valor 6.6 (Krebs y Veech,1969)
(10) [“- K e t o g l u t a r a t o = [o-Ketoglutarato]^ + [a-Ketoglu
taratoi-'m
Substituyendo (5) y (6) en la ecuaciôn (10) obten -
dremos:
plut ]c X [OAA ]c X K
--------
X  [OAA], X  
+ -----------------------
[Aspartato]^
—6
Para K tomamos el valor 3.87 x 10 M.
GDH
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(12) [Glutamato]^ = [ G l u t a m a t o - plutamato]^
Substituyendo (12) en 11)
[Glut]^ X  [OAA]^ X
(13)
+
[Aspartato
[GlutJt - piut]^ X [OAA X  
[Aspartato
Esta ecuaciôn nos puede dar a conocer el Glutamato 
citosôlico, y por diferencia c o n  el total obtendremos el 
mitocondrial
(14) [Glutamato = [Glutamato]^ - plutamato
Câlculo de la distribuciôn de a-Ketoglutarato
Para este fin nos valemos una vez mâs del equili­
brio de glutâmico oxalacêtico transaminasa.
plutamato ] x [Oxalacetato ]
(15) [a-Cetoglutarato = ------------------------------- x
[Aspartato
^ ^GOT
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[ Glutamato] X [ Oxalacetato]
(16) [a-Cetoglutarato]^ = ----------     x
[Aspartato]^
^ ^GOT
De estas ecuaciones todos los têrminos de la derecha han - 
sido previamente calculados.
Câlculo de la distribuciôn de isocitrato
Hemos calculado el contenido citosôlico en isoci - 
trato partiendo de la presunciôn de que la isocitrato des­
hidrogenasa citosôlica (Threo-Ds-Isocitrate; NADP oxidore- 
ductase (decarboxilating) 1.1.1.42) y el enzima mâlico —  
(L-Malate; NADP oxidoreductase (decarboxilating) 1.1.1.40) 
estên en equilibrio con el mismo "pool" de NADP citosôlico.
Combinando las ecuaciones de equilibrio del enzima
mâlico e isocitrato deshidrogenasa podemos despejar [Isoci
trato] :
-"c
[o-Ketoglutarato] [Malato] K
(17) [Isocitrato]^ = ----------------------------  x-----
[Pyruvato]^
La constante del enzima mâlico, a pH 7.0, 38^C y una
fuerza iônica de 0,25 es igual a 3.44 x 10  ^M;
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constante de IDH, es igual a 0,91 (Krebs y Weech, 196 9).
Por diferencia con el total podemos calcular [Iso-
citrato
(18) [Isocitrato ]^  = [Isocitrato]^ - [Isocitrato]^
Câlculo de la distribuciôn de citrato
Partimos de la presunciôn de que el enzima aconita 
sa (citrate (isocitrate) hydro-lyase 4.2.1.3) se halla en 
equilibrio en cumbos compartimentos, con lo que:
[Isocitrato ]
(19) [Citrato]^ = ------------ -
Kaconitasa
(20) [Citrato]^ = [Isocitrato]^
Kaconitasa
Eventualmente podrîcunos calcular uno de ellos por diferen ■ 
cia con el total
(21) [Citrato]^ = [Citrato]^ - [Citrato]^
Para K tomamos un valor de 4.7 x 10  ^M (William
aconitasa
son, 1969).
-110-
Obviajnente la proporciôn de metabolitos en cada corn" 
partimento no nos aclara nada sobre su concentraciôn real 
para lo cual es preciso conocer el volumen en que se en —  
cuentran diluidos. Para esto necesitamos conocer el volu­
men de agua intramitocondrial y citosôlica, los cuales he­
mos calculado partiendo de los siguientes datos;
a) La proporciôn hômedo/seco del tejido resultô - 
ser de 4,94 (pâg.44) lo que nos permite calcular los mili- 
litros de agua por gramo de peso de tejido seco.
b) El agua intracelular presumimos séria el 6 5% - 
del agua total.
c) El agua mitocondrial serîa 0.8 yl/mg proteîna 
(Klingenberg y Pfaff, 1966) y un contenido total en mito - 
condria de 60 mg proteîna/g peso hômedo (Sholz y Bucher, 
1965). Con todos estos datos llegamos a calcular un espa 
cio de agua en citosol de 2.323 ml/g peso seco y en mito­
condria de 0.237 ml/g peso seco, que son los que hemos usa 
do para nuestros câlculos.
b) Distribuciôn intracelular de metabolitos en hî­
gados perfundidos con L-Lactato.
Las tablas 19 y 20 muestran las concentraciônes de 
metabolitos en citosol y en mitocondria respectivamente. 
Los gradientes mitocondria:Citosol bajo las distintas si - 
tuaciones expérimentales aparecen descritos en la tabla 21.
La perfusiôn con L-Lactato da lugar a una concen -
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traciôn mitocondrial mâs elevada de citrato e isocitrato 
mientras que en el citosol predominan malato, oxalacetato, 
glutamato, aspartato y a-Ketoglutarato.
La presencia de glucagôn diô lugar a una disminu - 
ciôn en el citosol de todos los metabolitos calculados (ta 
bla 19) y su aumento en el compartimente mitocondrial (ta­
bla 20) con la excepciôn del “-Ketoglutarato que aumentô 
en ambos dado lugar por consiguiente a un aumento en el - 
gradiente mitocondria:citosol (tabla 21).
Resultaron particularmente notables los cambios so 
bre malato,glutamato y aspartato cuyo gradiente superô la 
unidad. El aumento en unas diez veces en el gradiente de 
malato, de 0,78 a 7,27, hace de éste cambio mâs notable in 
ducido por la hormona ya que la concentraciôn de este meta 
bolito pasa a ser de claro predominio intramitocondri al 
con las implicaciones que esto pueda tener en régulaciôn.
Puesto que la concentraciôn total de malato no cam 
bia substancialmente, parece que el glucagôn podria actuar 
activando el transporte de malato al interior de la mito - 
condria; aunque también entre dentro de lo posible, que es 
te mûvimiento de malato sea forzado por la salida de fosfa 
to o de algûn aniôn di o tricarboxilico.
c) Distribuciôn intracelular de metabolitos en hî­
gados perfundidos con L-alanina.
La perfusiôn con L-Alanina produce los siguientes
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cambios en la distribuciôn hepâtica de metabolitos con res 
pecto al L-Lactato.
En el citosol (Tabla 22) disminuyen malato, citra­
to e isocitrato y a-cetoglutarato, mientras que aumenta dis 
cretamente glutamato y en forma muy acusada aspartato. En 
la mitocondria se produce un aumento de todos los met aboli 
tos respecto al control con lactato. La disminuciôn cito­
sôlica de oL-cetoglutarato y el aumento de glutamato y as - 
partato es acorde con el hecho de que la transaminaci ôn de 
alanina para dar pyruvato es un proceso que sôlo tiene lu­
gar en el citosol. Este proceso utiliza“ -cetoglutarato 
y produce glutamato que asimismo por transaminaciôn da lu­
gar a aspartato.
Los gradientes mitocondria:citosol indican (Tabla 
24) una mayor concentraciôn mitocondrial de malato, isoci­
trato y citrato. Este gradiente de malato sugiere que, du 
rante la gluconeogênesis a partir de L-alanina, los equiva 
lentes de reducciôn y el carbono son transportados al cito 
sol como malato.
La acciôn del glucagôn en estas circunstancias se 
caracteriza por disminuir en forma significativa las concgi 
traciones de oxalacetato y a-cetoglutarato en el citosol, 
al tiempo que aumenta las de citrato, isocitrato y asparta 
to. En mitocondria se produce una disminuciôn dé citrato 
e isocitrato junto con aumento de todos los demâs. Estos 
cambios dan lugar a una elevaciôn en el gradiente mi tocon 
dria-citosol de todos los metabolitos con excepciôn de ci-
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trato e isocitrato que disminuyen.
7,- afectos de glucagôn y de glucagôn mâs insulina 
sobre la captaciôn hepâtica de potasio.-
La primera observaciôn de efectos hormonales sobre 
la kaliemia se remonta a 1923 en que Harrop y Benedict co- 
municaron que la inyecciôn de insulina a humanos normales 
producia una caida de los niveles plasmâticos de potasio. 
Otros muchos autores hicieron observacionës similares tra- 
bajando en preparaciones aisladas de mûsculos esqueléticos 
(Leupin y Verzas, 1950; Andres y col., 1962), es decir, la 
administraciôn de insulina hacia disminuir los niveles de 
potasio del medio de incubaciôn. De forma indirecta Groen 
y col. (1951) llegaron a los mismos resultados tras la ad- 
ministraciôn de glucosa que estimularia la secreciôn de in 
sulina endôgena.
En contrastre con este efecto insulinico favore - 
ciendo la entrada de potasio a los tejidos, el glucagôn pa 
rece actuar en sentido opuesto (Wolfson y Ellis, 1956; —
Shoemaker y Finder, 1961).
Nuestros hallazgos a este respecte aparecen resumi 
dos en la tabla 25, en que se muestran las concentraciones 
de potasio al final de la perfusiôn en cada situaciôn expe 
rimental. La columna de la derecha muestra los cambios 
respecté al control inducidos por el glucagôn o por la corn 
binaciôn de glucagôn mâs insulina. Estos resultados, con
Tabla 25 Efecto de glucagôn y de glucagôn mâs insulina 
sobre la captaciôn hepâtica de potasio. La mediciôn se hi 
zo en mue stras tomadas a los 90 minutos de perfusiôn. Las 
cifras son valores medios de ocho observaciones, compues- 
tas por un nûmero similar de experimentos en que el subs­
trate fuera L-alanina o L-lactato sôdico.
[K+] (mEq/1) Captaciôn de K 
(pEq/g hîgado/Hr.)
Control 6.12+0.14
Glucagôn 6.33+0.28 -3
Glucagôn 
+ Insulina 6.03+0.13 +1.3
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hîgado de rata aislado, son similares a los previamente 
descritos con otros tejidos aislados o animales intactes. 
Vemos que, en nuestras condiciones expérimentales, la in­
sulina revierte totalmente el efecto del glucagôn llegan- 
do incluse a producir en su presencia una captaciôn de 
1,3 yEq/g hîgado/Hr.
D I S C U S I O N
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DISCUSION
Significaciôn fisiolôgica del efecto gluconeogenê- 
tico del glucagôn.-
Antes de pasar a discutir los mécanismes intimes 
de los fenômenos que hemos observado, considérâmes oportu 
no hacer un anâlisis global de los resultados y su posi - 
ble importancia fisiolôgica.
La adiciôn de glucagôn produjo estimulos de gluco 
neogênesis variables segûn el substrate utilizado, pero, 
en qualquier case, consistentes. Los siguientes argumen­
tes aÿoyan que se trata de autêntica neoformaciôn de glu­
cosa y no de glucogenolisis. En primer lugar, la utiliza- 
ciôn de animales ayunados hace que el poco glucôgeno que 
aûn almacenein no pudiera dar cuenta del incremento en la 
producciôn de glucosa. En segundo lugar, los balances de 
carbone indicaron que la utilizaciôn de substrates podia 
dar cuenta de toda la glucosa producida. Admitido, que 
el glucagôn e stimule la producciôn de glucosa, de alguna 
forma que a continuaciôn pasaremos a analizar, queda por 
interpretar el valor fisiolôgico de estos hallazgos debi- 
do a las condiciones artificiosas del higado aislado y 
perfundido. Como hemos sahalado en la introducciôn de es 
te trabajo, existe una relaciôn inversa entre las concen­
traciones plasmâticas de glucagôn e insulina en situa cio-
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nes caracterizadas por hiper o hipoproducciôn de glucosa. 
En individuos normales estos extremos vienen determinados 
por la ingestiôn de alimente cuya cantidad, calidad y fre 
cuencia determinarân el patrôn hormonal mâs adecuado para 
controlar aquellas funciones que ayuden a subvenir las ne 
cesidades orgânicas inmediatas y acumular o movilizar com 
bustible orgânico segûn la situaciôn.
Parece, pues, que la acciôn del glucagôn para que 
posea significaciôn fisiolôgica no deberla ser separada 
de su acciôn conjunta con la insulina. Este hecho ya fue 
advertido por diverses autores como Macknell y Sokal (1969), 
Parrilla y col. (1972), Parrilla y col. (1974 b),entre - 
otros. Estes ûltimos autores utilizaron como Indice para 
valorar el efecto de ambas hormonas su relaciôn molar y 
estudiaron los efectos de variaciones del cociente Gluca­
gôn/Insulina dentro de un amplie range, sobre diverses pa 
râmetros funcionales. Llegaron a la conclusiôn de que re 
laciones molares entre 2.6 y 0.26, considerados dentro 
del range fisiolôgico, abolîan todos los efectos del glu­
cagôn. Los mâximos efectos de glucagôn pudieron observar 
se con cocientes por encima de 2.600. Considerando que 
durante el ayuno el cociente glucagôn/insulina (segûn da­
tes de Unger y col. ) es de 2.5, este sugiere que, si los 
dates obtenidos con ôrganos aislados fueran extrapolable s 
a la situaciôn in vivo, el glucagôn tendrla poca import an 
cia como hormona gluconeogenêtica. Obviamente, se neces^
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ta mucho trabajo para poder liegar a valorar con exactitud 
todos estos datos bajo el punto de vista fisiolôgico. Al- 
gunas de las dificultades residen en que no es fâcil cono- 
cer la concentraciôn real de estas hormonas a nivel del he 
patocito por dos r a zones: primera, que la sangre portal
es diluida con sangre de la arteria hepâtica y que, en se­
gundo lugar, desconocemos la apetencia de los distint os ti 
pos celulares por estas hormonas.
En el présente trabajo hemos utilizado concentra - 
ciones de glucagôn e insulina que proporcionaron un cocien 
te G/l de 0.2, el cual diô lugar a una Clara reversiôn de 
los efectos del glucagôn. Este cociente de 0.2 es el que 
se aprecia en sangre perifêrica tras la ingestiôn de una - 
dieta balanceada. Los experimentos en que hemos usado sôlo 
glucagôn proporcionan una situaciôn limite. Sabemos que 
es asi, pero ello permite una amplificaciôn del efecto que 
permite su estudio con una mayor precisiôn.
Control de la gluconeogênesis.-
Independientemente del substrato utilizado, el au- 
mento del flujo gluconeogenêtico inducido por el glucagôn 
mostrô como posibles puntos de control el segmento pyruva- 
to — >fosfoenolpyruvato y entre fructosa difosfato y fruc- 
tosa-6-fosfato (Figs. 8 y 15). El aumento en la concentra 
ciôn de PEP es compatible con un aumento en la actividad
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de pyruvato carboxilasa, fosfoenolpyruvato carboxikinasa 
o de ambas reacciones. El hecho de que la primera tenga 
lugar principalmente en la mitocondria (Scrutton y Utter 
1968; Utter y Scrutton, 1969) y la segunda en el citosol 
(scrutton y Utter, 1968) plantea la posibilidad de que el 
transporte del carbôn de la mitocondria al citosol pudie­
ra tener tambiên importancia reguladora. En este sentido^ 
el estudio de la distribuciôn intracelular de metabolites 
résulta de gran u'filidad. Para la primera reacciôn el 
Acetyl CoA es consider ado como un modulador imp rescind! - 
ble habiêndose llegado a establecer, como expusimos en la 
Secciôn de resultados, una clara correlaciôn entre nive - 
les de acetyl-CoA y flujo gluconeogenêtico.
En nuestro caso, el glucagôn, lejos de aumentar - 
los niveles de acetyl-CoA, produjo una disminuciôn en los 
niveles de este metabolito. Como dijimos anteriormente, 
esto no excluye el que se haya podido producir un aumento 
exclusive en el compartimiento mitocondrial o la posibili+ 
dad (utter, 1971) de que se produjera una disminuciôn en 
la concentraciôn de algûn inhibidor como, por ejemplo, po 
dria ser acetoacetyl-CoA. Si los câlculos, sôlo estimati 
vos, de Williamson (1968) sobre la distribuciôn intracelu 
Icir de acetyl-CoA fueran correctes, pare ce ser que este 
metabolito se encontrarîa en la mitocondria en cantidades 
superiores a la constante de activaciôn para pyruvato car 
boxilasa, segûn datos con enzima aislado. La invariabili 
dad de la concentraciôn de acetyl-CoA junto con aumento
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de flujo a travês del enzima en presencia de glucagôn, su - 
gieren por tanto la existencia a nivel celular de otros efœ 
tores del enzima distintos de acetyl-CoA.
El efecto de glucagôn disminuyendo la concentraciôn 
de oxalacetato total tampoco es indicative de un aumento de 
flujo a nivel de pyruvato carboxilasa; no obstAnte, el anâ^ 
lisis de la distribuciôn intracelular de pyruvato y exala- 
cetato (tabla 20 y 23) nos indican que la hormona produjo 
en la mitocondria, compartimente en el que se encuentra este 
enzima, una disminuciôn acusada de pyruvato y aumento de - 
oxalacetato. Estos cambios son compatibles con una activa­
ciôn de pyruvato carboxilasa.
En la siguiente etapa enzimâtica de no equilibrio, 
la formaciôn de fosfoenolpyruvato en el citosol, se nos pre 
sent a una situaciôn pare ci da a 1 a anterior. El aumento en 
la concentraciôn de PEP junto a la disminuciôn de OAA sûgie 
ren una activaciôn de fosfoenolpyruvato carboxikinasa pero 
este hallazgo no parece compatible con las propiedades del 
enzima derivadas de su comport ami en to "in vitro". Mi entras 
la Km de este enzima para el oxalacetato es alrededor de 
100 pM (Holten y Nordlie, 1963; Chang y col., 1966) la con­
centraciôn citosôlica fuê sôlo = 7 pM descendiendo a = 5 p M 
tras el estîmulo con glucagôn. En animales en ayuno, en - 
que la producciôn de glucosa se halla aumentada, ha sido - 
descrita la misma paradoja de una concentraciôn citosôlica 
de oxalatetato disminuida (Greenbaum y col, 1971). En el
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caso del ayuno, la disminuciôn de la concentraciôn de subs' 
trato para esta reacciôn podria quizâs estar compensada 
por el fuerte aumento en la cantidad total de enzima des - 
crito en esta situaciôn fisiolôgica (Young, 1964). Los cgi 
bios inducidos por el glucagôn en nuestras condiciones ex­
périmentales, son demasiado agudos como para pensar que - 
pue dan dar lugar a variaciones de mâs de un orden de magni 
tud en la cantidad de enzima, por lo que parece mâs lôgico 
el pensar que quizâs el aumento de flujo en esta etapa se 
deba a otros mecanismos. Una alternativa séria el que el 
glucagôn disminuyera de alguna manera la Km del enzima pa­
ra el oxalacetato, este efecto podrîa ser mediado por al - 
gûn efector como, por ejemplo, el AMP-ciclico. La Candida 
tura de este nucleôtido ciclico como regulador se verla re 
forzada, en opiniôn de algunos autories, por su papel in - 
duct or de PEP-carboxikinasa en higado fetal de rata ( V/icks 
y col., 1969) y por aumentar la actividad de este enzima 
tras la inyecciôn de AMP-ciclico in vivo (Wicks y col., - 
1969). Parece mâs lôgico por tanto pensar que en el aumen 
to del flujo gluconeogenêtico juegue un papel mâs imp or tan 
te la activaciôn de pyruvato carboxilasa dada su posi ciôn 
inical en la secuencia.
La adiciôn de insulina al medio de perfusiôn, para 
lelamente a la disminuciôn del flujo gluconeogenêtico, hi- 
zo aumentar los niveles de OAA a los valores normales en 
ambos compartimentes, produciendo cambios que podemos con -
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si derar en reverso a los producidos ÿpr el glucagôn solo. 
Este hecho parece sugerir que ambas hormonas actuaràn a 
travês de efectos opuestos sobre un mismo mecanismo .efec­
tor. En este sentido quizâs debamos indiccir cômo la insu 
lina disminuye los niveles hepâticos de AMP-cîclico ( J e ­
fferson y col., 1968).
Hemos podido ver como el glucagôn produce un "cros 
sover" en sentido opuesto al flujo entre 3-fosfoglicerato 
y triosa fosfato (dihidroxiacetona fosfato mâs glicer aide 
hido fosfato). Los cambios en las concentraciones de 3- 
fosfoglicerato y gliceroaldehido fosfato (triosa fosfato) 
no obstante no son reflejo fiel de cambios en la activi - 
dad y direcciôn del flujo metabôlico. La razôn para ello 
es que los enzimas 3-fosfoglicero-kinasa (ATP; 3-phospho- 
D-Glycerato 1-phosphotransferase 2.7.2.3) y gliceraldehi- 
no deshidrogenasa (D-Glyceroaldehido3-phosphate: NAD oxi- 
doreductase (phosphorilating) 1.2.1.12) mantienen la con­
centraciôn de sus reactantes prôxima a su equilibrio ter- 
modinâmico (Veech y col., 1970) y por tanto es necesario 
tambiên considerar los cambios en la concentraciôn de nu- 
cleôtidos de adenina y nicotinamida para poder compre nder 
el significado de los cambios de concentraciôn de estos 
metabolites. En efecto,
[NADH ] p., 3-dif osf oglycerato ]
(1) K,GADK [NAD”^ ] pliceroaldehido-P ] [Pi]
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( r,\ V - [ ADP ] [1,3-dif osf oglicerato]
 ^ / 3PGK ----------------------------------
[ATP ] [3-fosfoglicerato ]
combinando las ecuaciones (1) y (2), constantes de equili 
brio de 3-fosfoglicero-kinasa y gliceroaldehido deshi droge 
nasa, obtendremos:
[NAD"^ ] 1 [3PGA] [ATP]
(3)   =  X  X
[NADH] K [g a p] [ADP] [Pi]
Segûn Krebs (1971), esta relaciôn parece indicar que el es 
tado de reducciôn de los nucleôtidos de nicotinamida en el 
citosol vendria determinado por el estado de fosforilaciôn 
de los nucleôtidos de adenina. Como la slntesis de un mol 
de glucosa requiere el consumo de al menos cuatro moles de 
ATP en el citosol, esto dar la lugar a una disminuciôn del , 
cociente [ATP] / [ADP] con el consiguiente aumento de P^ . 
El aumento , que actûa como re duct or, da lugar a una
desviaciôn del equilibrio de §liceraldehido-fosfato-deshi- 
drogenasa (l) hacia una mayor reducciôn
[NAD*** ] [1, 3-dif osf oglicerato]
( 4 ) -------- K X ------------------------
[NADH] [Glicealdehido-P] [ P^]
Combinando esta ecuaciôn con la ecuaciôn de equilibrio de
-131-
lâctico deshidrogenasa:
1
[NADH]
(5)
[nad "^]
X
[Pyruvato ] 
[Lactato]
obtendremos:
(6)
[Lactato]
[Pyruvato]
= K X
[Gliceraldehido-P] [P\] 
[1,3-difosfoglicerato]
Esta ecuaciôn pone de manifiesto como el [P^  puede incre- 
mentar el valor del cociente [Lactato] / [Pyruvato] .
En resumen, diremos que puesto que glyceraldehido 
deshidrogenasa es una reacciôn de equilibrio, no puede ser 
responsable de variaciones de flujo en la via metabôlica y 
que las variaciones en la concentraciôn de sus reactantes 
expresan un nuevo equilibrio por lo que un crossover a ni 
vel de los intermediarios que participan en esta reacciôn 
no puede ser valorado aisladamente, sino junto con las va­
riaciones en las concentraciones de nucleôtidos de nicoti­
namida y de adenina (ver ecuaciôn (3)). En este sentido, 
situaciones de aumento degluconeogênesis (glucagôn) crean 
una nueva situaciôn de equilibrio en la que disminuyen los 
cocientes [NAD^] / [NADH] y [ATP] / [ADP] mientras - 
que la disminuciôn de la producciôn de glucosa (adiciôn de 
insulina) da lugar al fenômeno contrario (ver tablas 5, ICV 
15, 16 ) • Estos cambios son compatibles con la direcciôn 
en las variaciones del flujo gluconeogenêtico. La eues —
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tiôn de si ésta nueva situaciôn de equilibrio podrla ser 
consecuencia sôlo del aumento de en el citosol carece 
de soporte experimental debido a la imposibilidad actual - 
de medir la distribuciôn intracelular de este compuesto.
En nuestra opiniôn quizâs sea demasiado simplista+ 
el interpretar los cambios en el estado de reducciôn como 
secundarios al aumento de [P^ ]^ y considérâmes que quizâs 
el factor mâs importante sea el aumento en la generaciôn 
de NADH debido a un aumento en la oxidaciôn de âcidos gra 
S O S .  Y a  hemos sehalado anteriormente que la oxidaciôn de 
substrato no podia dar cuenta de los requerimientos ener- 
géticos para la sintesis de glucosa, de ahi que se apunta 
ra a los âcidos grasos como posible fuente de endôgena de 
energîa. La cantidad de âcidos grasos libres del tej ido 
hepâtico es muy baja. Nuestras mediciones (Dole, 196 0) en 
higados de ratas ayunadas nos dieron valores 0.75 ”
tejido hûmedo. Considerando que la oxidaciôn compléta de 
una molécula de âcido palmitico puede dar lugar a 130 de 
ATP y que cada molécula de glucosa requiere seis enlaces 
fosfato, hemos calculado si el "pool" de âcidos grasos en- 
dôgenos podrian dar cuenta de la energîa necesaria durante 
el estîmulo de gluconeogênesis inducido por el glucagôn.
De acuerdo a estos câlculos, en el caso de la alanina (ta­
bla 6) en que se produce un incremento en la producciôn de 
glucosa de 29 ymoles/lOO g P.C./Hr., los âcidos grasos li­
bres no podrîan proveer de energîa para sintetizar glucosa
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por mâs de siete segundos. Esto sugiere que ne ce sari ameu­
te debe haber habido un aumento en la actividad lipolltica 
del tejido para asi poder mantener la constancia o incluso 
incrementar el "pool" de âcidos grasos libres susceptibles 
de oxidaciôn. El estîmulo del glucagôn va, pues, paraleloa 
un aumento de la actividad lipolîtica que explicarîa el au­
mento del estado de reducciôn y la fuente de energîa necesa 
ria para explicar los balances negatives.
El "crossover" entre fructosa-difosfato y fructosa- 
6-fosfato tras el estîmulo con glucagôn, teôricamente, po - 
drîa ser debido a un aumento en la actividad de fructosa-di 
fosfatasa, inhibiciôn de fosfofructokinasa o quizâs el re - 
sultado de una sumaciôn de ambos efectos. Los cambios obsar 
vados en la concentraciôn de intermediarios no son favora - 
bles para interpretar este "crossover" como debido a una - 
inhibiciôn de fosfofructokinasa. Este enzima es inhibido 
por ATP y citrato, aunque en hîgadp de rata la inhibiciôn - 
por ATP no parece ser muy significative (Passonneau y Lowry 
1964).• El efecto del glucagôn disminuyendo el cociente —  
[ATP] / [ADP] y la concentraciôn citosôlico de citrato son 
contrarios a una inhibiciôn de fosfofructokinasa. Por otra 
parte sabemos que la elevaciôn de fructosa-6-fosfato actua- 
rîa elevando la de citrato para fosfofructokinasa (Passai 
neau y Lowry, 1964); lo cual, una vez mâs, résulta ser su - 
marnente desfavorable para pensar en una inhibiciôn de este 
enzima. En vista de estos hechos parece razonable concluir
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que este "crossover" sea consecuencia de una activaciôn de 
fructosa-dif osf atasa. La actividad de este enzima, no obs 
tcinte, no parece ser causa del aumento del flujo gluconeo­
genêtico que produce el glucagôn dado que esta hormona no 
parece tener efecto c uando se usa fructosa como substrato. 
La elevaciôn de las concentraciones de fructosa-6-fosfato 
y de glucosa-6-fosfato, son consecuencia de la elevaciôn - 
de glucosa ya que êsta activa la formaciôn de glucosa-6- - 
fosfato y este intermediario y fructosa-6-fosfato se en —  
cuentran en equilibrio por medio de una potente isome rasa. 
Ss interesante observar cômo estas predicciones se cumplen 
ya que en nuestros experimentos ha habido un paraleli smo 
estricto entre flujo gluconeogenêtico y concentraciôn de - 
estos intermediarios.
Papel regulador del transporte de aniones.-
Dado que la membrana mitocondrial es prâcticamente 
inpermeable a NADH la cêlula posee otros mecanismos para - 
transporter este nucleôtido de o hacia el citosol. En si­
tuaciones en que prédomina la actividad glicolîtica el NADH 
debe ser transportado hacia la mitocondria para alli ser 
reoxidado en la cadena respirâtoria; cuando la oxidaciôn 
de âcidos grasos genera NADH en la mitocondria parte debe 
ser transportado al citosol en donde serâ utilizado para - 
procesos de sintesis. La impermeabilidad de la membrema 
mitocondrial hace que el NADH sea transportado como forma 
reducida de metabolites ligados a deshidrogenasas dep endigi
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tes del sistema NAD^- NADH, como, por ejemplo, malato. El 
malato no es que pase libremente la membrana sino que es 
transportado. Han sido descritos hasta siete sistemas dis 
tintos de transportes de aniones en la mitocondria (Chap - 
pell, 1969). Existen dos tipos de transportadores aquellcs 
que catalizan el intercambio entre un aniôn y un grupo hi- 
droxilo y aquellos otros que catalizan el intercambio anidn 
-aniôn.
La sintesis de glucosa requiere NADH para la reduc 
ciôn de 1,3 difosfoglicerato en el citosol. Esto quiere - 
decir que dependiendo del grado de reducciôn del substrato 
respecto a la glucosa se requerirâ o no el transporte de 
NADH de la mitocondria al citosol. Substratos mâs re duci- 
dos que la glucosa, como el lactato, producer NADH en el - 
citosol al formar pyruvato con lo que el OAA formado en la 
mitocondria se transaminaria para formar aspartato, cruzar 
la mitocondria y regenerar OAA en el, citosol por una nueva 
transaminaciôn. Este esquema fue propuesto por Lardy y - 
col., (1965). Substratos mâs oxidados que la glucosa como 
pyruvato deben de transportar NADH de la mitocondria al ci 
tosol por lo que Krebs y col. (1967) propusieron que el ma 
lato séria el transportador de carbôn y équivalentes de re 
ducciôn hacia el citosol. Estas ideas fueron corroboradas 
experiment almente me di ante el uso de inhibidores metabôli­
co s (Anderson y col., 1971; Parrilla y col., 1973). En la 
figura 21 podemos seguir esquemâticamente el curso de 1 car
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b6n para la sintesis de glucosa a partir de lactato, El , 
esquema propone la salida de asp art ato y a-Ketoglutarato 
y la entrada de malato y glutamato para mantener un balan 
ce de cargas.
La gluconeogênesis a partir de alanina, teôrica - 
mente, deberia comportarse como en el caso de pyruvato; pe 
ro, como se indica en la figura 22 la participaciôn de as 
partato en la sintesis de urea puede generar NADH en el - 
citosol. La transformaciôn de arginina-succinato en argi 
nina libera fumarato que puede pasar a formar malato que 
asimismo puede ser oxidado para formar OAA y NADH. Esto 
implica que parte de los requerimientos de NADH para la - 
reducciôn de 1,3 difosfoglicerato pueden ser datisfechos 
por esta via, por lo que sôlo parte del carbôn deberia - 
ser transportado como malato. En este sentido la alanina 
ocuparia un lugar intermedio entre lactato y pyruvato.
Las tablas 19 - 24 nos muestran que la distribu - 
ciôn intracelular c alculada de metabolites es compatible 
con el flujo de carbôn a travês de la mitocondria que aca 
bamos de postular para cada substrato. En el caso del - 
lactato la concentraciôn del malato citosôlico es casi el 
doble que con alanina y el gradiente mitocondrial citosol 
es de 0.78 en el caso de lactato y de 1.91 con alanina lo 
que favore ce el paso hacia la mitocondria en el caso de la 
alanina. La casi invariabilidad de la concentraciôn de - 
glutamato con los distintos substratos hace pensar que es
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te metabolito actua como a modo de catalizador. La dismi­
nuciôn de a-Ketoglutarato y aumento de aspartato en el ci 
tosol de los hîgados perfundidos con alanina no es mâs que 
un reflejo del equilibrio en que se encuentran las transa- 
minasas por el cual se deberia producir un consumo de ce to 
âcidos y aumento en la concentraciôn en equilibrio de as - 
partato. Estas observaciones iniciales en los grupos de 
control indican que la distribuciôn de metabolites, de - 
acuerdo con nuestros câlculos, arroja valores absolutamen- 
te predictibles de acuerdo a los conocimientos que hoy se 
tiene sobre el metabolismo de estos substratos lo que apo- 
ya la fiabilidad del procedimiento.
Hechas estas consideraciones previas pasaremos a 
analizar los efectos del glucagôn sobre la distribuciôn - 
intracelular de intermediarios. Con los dos substratos - 
utilizados la fenomenologia ha sido muy similar: la presen 
cia de glucagôn produjo un aumento en la concentraciôn in- 
tramitocondrial de casi todos los intermediarios lo que - 
unido a su disminuciôn en el citosol diô lugar a un aumen­
to en el gradiente mitocondria: citosol en casi todos los 
casos. El problema queda planteado en têrminos de averi- 
guar si existe alguna etapa comûn a los dos substratos que 
nos pudiera explicar el aumento en el transporte de aspar­
tato cuando el lactato es el substrato gluconeogenéti co y 
de malato en el caso de L-Alanina.
El anâlisis de los datos nos lleva a pensar que es
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te lazo comûn para los dos substratos lo constituée el au­
mento de transporte de glutamato al interior de la mitocon 
dria que da lugar a aumentos en el gradiente mitocondria: 
citosol de veinte a cuarenta veces. Analizaremos aislada­
mente para cada substrato las consecuencias en el aumento 
intramitocondrial de glutamato: En el caso del lactato -
Fig. 21 la elevaciôn de los niveles de glutamato trae como 
consecuencia un aumento de aspartato para mantener el equd^ 
librio. El aumento de a-KG es, con toda probabilidad, 
consecuencia de la elevaciôn de la concentraciôn en e quili^ 
brio de oxalacetato debida a una mayor carboxilaciôn de py 
ruvato y mantenida por la elevaciôn de malato. Estos cam­
bios producen un aumento de diez veces en el gradiente mi­
tocondria.: citosol de aspartato lo que creemos que sugiere 
que la etapa de transporte de este aniôn puede ser limitan 
te y que el aumento del gradiente es necesario para acti - 
var el transporte de todo el oxalacetato formado. La pre- 
gunta que parece obvia es la de £por qué con una elevaciôn 
de diez veces en el gradiente de malato este no sale al ex 
terior? La elevaciôn en la concentraciôn de malato cree—  
mos que es una consecuencia de la salida de a-KG (Fi g. 21) 
Para que el malato pudiera salir al citosol tiene que ser 
intercambiândose con a-KG (Chape 11, 1968) y el aumento de 
diez veces en el gradiente de este ûltimo hace este inter­
cambio muy desfavorable. Malato tambiên podrîa inter cam - 
biarse con fosfato; pero, aparentemente, la capacidad de
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Fig. 21. - Representaciôn esquematica de la ruta metabôli­
ca de L-Lactato para la formaciôn de glucosa. Dado que la 
oxidaciôn de lactato en el citosol genera NADH, se postula 
la salida de OAA mitocondrial en forma de aspartato.
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este carrier es inferior a la del intercambio de malato - 
a-Ketoglutarato.
Pasemos a continuaciôn a analizar el caso de la - 
alanina (Fig. 22). La gluconeogênesis a partir de aminoâ- 
cidos lleva implicita la sintesis simultânea de urea gra - 
cias a la cual se impiden los efectos tôxicos del amoniaco 
libre. De cada molécula de urea uno de sus âtomos de ni - 
trôgeno viene de amonio libre a travês de la formaciôn de 
carbamyl-fosfato y citrulina y otro âtomo de nitrôgeno de 
la sintesis de arginino-succinato a partir de aspartato.
En la Fig. 22 se localizan topogrâficamente estas reaccio­
nes. La ûnica reacciôn que puede deaminar aminoâcidos con 
actividad suficiente es glutamato deshidrogenasa (Brauns - 
tein, 1957) cuya localizaciôn es exclusivamente mitocon - 
drial. Esto indica que, en el caso que ahora nos ocupa, 
el aumento intramitocondrial de glutamato facilitaria su 
deaminaciôn con el consiguiente aumento de a-Ketoglutara­
to que saliendo al citosol séria de nuevo utilizado para 
transaminar alanina y forma pyruvato. Estas reacciones - 
(glutamato — >a-Ketoglutarato)^ — >( a-Ketoglutarato — > 
Glutamato)^ tienen carâcter ciclico y la acelaraciôn de es 
te proceso trae como consecuencia la mayor deaminaciôn de 
alanina. El efecto del glucagôn aumentando la concentra - 
ciôn de glutamato favore ce este proceso puesto que da lu­
gar a un aumento de casi cinco veces en el gradiente mito­
condria : citosol de a-Ketoglutarato. Por otra parte, el
MITOCONDRIACITOSOL
UREA A CIDO S
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G LUCOSA -NH.
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Fig. 22 Representaciôn esquemâtica de la ruta metabôli 
ca de L-Alanina. La deaminaciôn de aspartato en el cicio 
de la urea da lugar a la formaciôn de oxalacetato y NADH en 
el citosol. SI oxalacetato formado intramitocondrialmente 
se postula habria de salir al citosol como malato para asi 
subvenir el resto de las necesidades de équivalentes de re­
ducciôn.
-142-
glucagôn produjo un auniento en la concentraciôn intracelu- 
lar de alanina, quizâs activando su transporte, le que ré­
sulta en un aumento en la concentraciôn en equilibrio de 
aspartato citosôlico y sabemos que éste inhibe el transpor 
te de a-Ketoglutarato hacia el interior de la mitocondria 
(Mc Givan y col., 1969). Como hemos dicho anteriormente 
la deaminaciôn de aspartato durante la sîntesis de urea - 
proporciona carbôn y équivalentes de reducciôn para parte 
de la sîntesis de glucosa por lo que el resto creemos debe 
ser provisto como malato mitocondrial (Pig. 22). En este 
sentido el efecto del glucagôn aumentando este gradiente - 
nuevamente favorecerîa el proceso de su transporte al cito 
sol. El malato en este caso no serîa intercambiado con - 
a -Ketoglutarato, como hemos visto parece suceder en el ca 
so del lactato como substrato, sino con fosfato o con ci - 
trato (Chapell, 1968). En este sentido debemos resaltar 
que simultàneamente se produjo un transporte neto de citra 
to a la mitocondria (tablas 22 y 23). Dentro de este es - 
quema lo mâs probable es pensar que glutamato y a-Ketoglu 
tarato neutralicen mutuamente sus cargas mientras que la - 
diferencia entre la entrada de pyruvato (monocarboxîlico) 
y la salida de malato (dicarboxîlico) puede ser compensada 
con entrada de aspartato.
Hemos visto como el incremento de gluconeogénesis 
producido por glucagôn da lugar a un aumento en el gradien 
te mitocondria: citosol de aquellos metabolites que actûan
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como carriers de carbôn para la sîntesis de fosfoenolpyru­
vato en el citosol. La significaciôn reguladora de este 
hallazgo viene dada por el hecho de que la concentraciôn 
in vivo (o tejido intacto) de algunos de los intermedia - 
rios citados (malato, a-Ketoglutarato, etc.) estâ por deba 
jo de 1 mM, concentraciôn que es considerablemente inferior 
a las necesarias con mitocondria aislada para conseguir ve 
locidades mâximas de transporte.
La insulina produjo en toda situaciôn una reversi&i 
de los efectos del glucagôn sin mostrar en ningûn caso cam 
bios suficientemente significativos respecto al control. 
Este hecho lo interpretamos como que ambas hormonas actûan 
sobre un efecto comûn en una etapa muy precoz del que posi 
blemente dependen todos los demâs efectos observados.
Ciclo de los âcidos tricarboxîlicos.-
Hemos visto como la formaciôn de glucosa requiere 
la salida de a-Ketoglutarato de la mitocondria. Esta sa­
lida de a-Ketoglutarato, de acuerdo con experimentos rea- 
lizados con mitocondria aislada, se ve favorecida por un 
aumento de malato citosôlico o por su aumento dentro de la 
mitocondria (Lanove y Williamson, 1971). Estos hechos su- 
gieren que debe haber una acciôn coordinada en el ciclo de 
los âcidos tricarboxîlicos para mantener adecuados niveles 
de a-Ketoglutarato. Es obvio, por ejemplo, que un aumen-
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to de actividad de a-Ketoglutarato deshidrogenasa actua- 
rla disminuyendo los niveles de a-Ketoglutarato lo que 
puede dar lugar a profundos cambios en la utilizaciôn de 
glutamato y la movilidad de malato y aspartato hacia el - 
citosol. Los cambios que hemos descrito durante la esti- 
mulaciôn de gluconeogénesis por glucagôn, son compatibles 
con una disminuciôn del flujo a través del ciclo, lo que 
a través de una elevaciôn de los reactantes de aspartato 
aminotransferasa y de malato, favorece considerablemente 
el transporte de carbôn hacia el citosol. &Sobre qué pun- 
to y cômo sa ejercerîa el control ? Las roacciones sus - 
ceptibles de regulaciôn son pyruvato deshidrogenasa (Py­
ruvate: lipoate oxidoreductase (acceptor-acetylating) 1. 
2.4.1. ), citrato sintetasa, isocitrato deshidrogenasa y - 
a -Ketoglutarato deshidrogenasa. Todas estas etapas tie- 
nen en comûn el ser susceptibles a regulaciôn por 
/ [LADH] ; la disminuciôn de este cociente, es decir el 
aumento de [N/iDH] , tiene directa e indirectamente efec­
tos inhibidores sobre todas estas reacciones enzimàticas. 
La activaciôn de gluconeogénesis se ha descrito que con - 
lleva una disminuciôn en la oxidaciôn de pyruvato (Fried­
man y Graaff, 1958; Koeppe y col., 1959). In vivo, la ac 
tivaciôn de gluconeogénesis da lugar a disminuciôn de py­
ruvato y aumento de acetyl CoA lo que originalmente indu- 
jo a pensar en una posible activaciôn de pyruvato des hi - 
drogenasa. En nuestro caso sôlo vemos la disminuciôn de
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pyruvato que creemos debe ser interpretada como causa del 
aumento en la formaciôn de oxalacetato y al aumento en el 
estado de reducciôn. Sn nuestro caso el aumento en el co 
ciente [acetyl-CoA] / [CoA] (Garland y Randle, 1964) y 
la mayor reducciôn de la pareja [NAD^] / [NADH] (Garland 
1964) son factores que apoyan una disminuciôn de flujo a 
través de pyruvato deshidrogenasa. Por otro lado, el in­
cremento en [NADH] cabe esperar de lugar a un augment o in 
tramitocondrial de [ATP] / [ADP] (Chance y Maitra, 1963) 
lo que tendria importantes efectos reguladores. En el ca 
so de pyruvato deshidrogenasa, por ejemplo, sabemos que 
el ATP tiene efectos inhibidores (Linn.y col., 1969).
El estado de reducciôn de la pare j a [NAD^] / [N^\DH] 
séria también a juicio de La Noué y Williamson (1971) el 
principal regulador del flujo a través de citrato sinteta 
sa debido a su efecto sobre las disponibilidades de oxala 
cetato. Los niveles de oxalacetato también vienen deter- 
minados por la concentraciôn de malato. En nuestro caso 
el estlmulo gluconeogenético del glucagôn ha ido asociado 
a aumento intramitocondrial de malato, oxalacetato y ci - 
trato, lo que no es compatible con un efecto de NADH dis­
minuyendo el flujo a través de citrato sintetasa.
Isocitrato deshidrogenasa es activada por ADP e 
inhibida por NADH pareciendo ser el control por este ûlti 
mo el realmente importante (Goebell y Klingenberg, 1964;
La Noué y col., 1970). Finalmente, a-ketoglutarato deshd^
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drogenasa estâ sometida a un tipo de control muy similar al 
de pyruvato deshidrogenasa, es decir aumento en los cocien- 
tes [GTP] / [GDP] y [NADH] / [NAD"^] son inhibidores. 
Ambos hechos estân interrelacionedos dado que, como hemos - 
indicado, un aumento de NADH deberla dar lugar a un aumento 
en [ATP] / [ADP] que, a consecuencia del equilibrio en las 
reacciones de transfosforilaciôn, équivale a un aumento en 
[GTP] / [GDP]. Los cambios descritos durante el estlmulo - 
gluconeogenético indùcido por el glucagôn sugieren por tanto 
efectos inhibidores sobre pyruvato deshidrogenasa y a-Keto 
glutarato deshidrogenasa. Estos cambios, posiblemente me - 
diados por variaciones en el cociente [NAD^] / [NADH] coo 
perarlan a mantener niveles intramitocondriales altos de 
ce-Ke to glutarato, intermediario clave para favorecer la ace- 
leraciôn en la traslocaciôn de aniones que darâ como resul- 
tado un aumento de gluconeogénesis. El incremento en la ox^ 
daciôn de âcidos grasos fuera del ciclo de Krebs proveerla 
a la cadena respiratoria del NADH necesario para subvenir 
el incremento en las demandas de ATP.
Consideraciones en torno al mecanismo de acciôn del 
glucagôn.-
Hay dos preguntas que parecen obvias respecto al me 
canismo de acciôn del glucagôn: la primera es cuâl es el me 
diador de su acciôn y la segunda es si existe un mecanismo
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unitario que pudiera explicar todos los efectos que hemos 
observado. Respecto al primer punto Exton y Park han si- 
do los primeros en proponer al Al-IP-ciclico. A través de 
un gran mhrnero de publicaciones, muchas de las cuales he­
mos citado a lo largo de este trabajo, han podido est able 
cer una clara correlaciôn entre efectos de glucagôn y ni­
veles de AiiP-ciclico. Estos autores ya anticiparon que 
quizâs sea demasiado simplista adscribir todos los efec - 
tos de la hormona a las variaciones en la concentraciôn 
de este nucleôtido cîclico. Los hechos sugieren, pero - 
no prueban, una relaciôn causa efecto. En este sentido 
tiene interés el que en animales adrenalectomizados el - 
glucagôn no estimule gluconeogénesis a pesar de producir 
un acusado aumento en los niveles de AMP-ciclico. (Fried­
man y col. 1967; Exton y col., 1970). También considera- 
mos de gran interés el que se estudiara si el glucagôn au 
menta los niveles de AMP-cîclico en aquelias especies en 
que no estimula gluconeogénesis.
Independientemente de si el AMP-cîclico es o no - 
un mediador obligado tiene gran interés saber si existe 
una reacciôn, una etapa, cuya activaciôn pudiera tener co 
mo consecuencia toda la cadena de cambios moleculares que 
hemos descrito. De tomar partido por un mecanismo de tal 
naturaleza nos inclinariamos por una activaciôn de lipoli 
sis. Los âcidos grasos se oxidan intramitocondrialmente 
en forma dire et amente proporcional a la oferta; por tanto.
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una mayor movilizaciôn de 'âcidos grasos puede dar lugar 
a un aumento en la generaciôn de NADH con desplazamiento 
del cociente [NAD*^] / [NADH] hacia una mayor reducciôn. 
Estos cambios explicarîan una activaciôn de pyruvato cair- 
boxilasa e inhibiciôn de algunas deshidrogenasas del ci - 
cio de los âcidos tricarboxîlicos que crearîan el "ambigi 
te" adecuado para facilitar una aceleraciôn en el paso de 
oxalacetato al citosol.
A pesar de nuestro intento de unificaciôn que dan 
algunos cabos sueltos, por ejemplo, ^cômo explicamos el -
sentido del aumento en la salida de intracelular? o
ôcômo aclarar la aparente aceleraciôn en la entrada de - 
glutamato al interior de la mitocondria?. Respecto a es - 
tas ûltimas preguntas debemos decir que quizâs estén rela 
cionadas entre si. El glucagôn también se ha descrito - 
que aumenta la excreciôn de Ca"*"^  (Friedman y Park, 1968) 
y la salida de estos cationes podrîa dar lugar a una ma - 
yor salida de protones del interior de la mitocondria jun
to con hidroxilos para mantener el pH, lo que por medio
del "carrier" de fosfato podrîa dar lugar a una entra da - 
de aniones carboxîlicos al interior de la mitocondria.
Ca^ f.
f
Citosol
H"*" <r
QH <r
Pi <-
Mitocondria
->Pi
-> Aniones
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Vemos, pues, que actualmente résulta difîcil dar una expl^ 
caciôn unit aria a todos los fenômenos aunque si creemos po 
der dar cuenta de gran nûmero de ellos a través de activà- 
ciôn de etapas relativamente simples como la activaciôn de 
lipolisis. Un mejor conocimiento de la cinética del tran^ 
porte de intermediaries a través de la membrana mitocon —  
drial serâ de gran ayuda para comprender mejor el mecanis­
mo de acciôn de la hormona.
C O N C L U S I O N B S
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CONCLUSIONBS
12,- El hîgado de rata aislado y perfundido con un 
sistema sin células rojas, demostrô poseer cualidades fun- 
cionales adecuadas para su empleo como modelo experimental 
en el estudio de la regulaciôn de la sîntesis de glucosa.
22,- El glucagôn produjo un estlmulo de las activi 
dades gluconeogénica y ureogénica en hlgados perfundidos 
con L-Lactato o con L-Alanina como substratos. En ambos - 
casos el incremento de estas funciones corriô paralelo con 
una mayor utilizaciôn de substrato arrojando cocientes subs 
trato utilizado: glucosa producida de alrededor de 2 .3.
32.- Mediante la mediciôn de las concentracio ne s - 
en equilibrio de los intermediarios de la via glucone ogené 
tica se pudo apreciar que el estlmulo gluconeogenético del 
glucagôn da lugar a "crossovers" en la direcciôn de slnte- 
sis de glucosa entre oxalacetato y fosfoenolpyruvato y en­
tre fructosa-difosfato y fructosa-6-fosfato. Este patrôn 
de intermediarios es compatible con un aumento de activi - 
dad de PBP-carboxikinasa en el primer caso y estimula ciôn 
de fructosa difosfatasa y/o inhibiciôn de fosfofructokina- 
sa en el segundo.
42,- El estudio de la distribuciôn intracelular de 
metabolites diô patrones compatibles con los conocimientos
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actuales sobre el met aboli smo de los substratos emple ados. 
La estimulaciôn con glucagôn produjo cambios en la distri­
buciôn intracelular de metabolites caracterizado por un - 
descenso general de su concentraciôn en citosol y aumento 
en mitocondria. Esta redistribuciôn diô lugar a que en la 
mitocondria se produjera un descenso de pyruvato y aumento 
de oxalacetato por encima de los niveles del control. Es­
te "crossover" indica una activaciôn de pyruvato carboxila 
sa que es la primera reacciôn de no equilibrio en la slnte 
sis de glucosa y que tiene lugar exclusivamente en el com­
partimente mitocondrial.
52.- La elevaciôn intramitocondrial de intermedia­
rios dio lugar al aumento de gradiente mitondria: citosol 
de malato y aspartato que son los portadores de carbôn ha­
cia el citosol para la sîntesis de fosfoenolpyruvato. Es­
tos cambios se interpretan como los mas optimos para conse 
guir una aceleraciôn del flujo gluconeogenético.
62.- La cantidad de substrato disponible para su 
oxidaciôn no es suficiente para satisfacer las demandas - 
energéticas para la sîntesis de glucosa. Este hecho, uni- 
do a que los cambios en la concentraciôn de intermediarios 
y estado de reducciôn de nucleôtidos de nicotinamida sugie 
ren una disminuciôn en la actividad del ciclo de los âci - 
dos tricarboxîlicos, parecen indicar que el estlmulo de - 
gluconeogénesis lleva implicite un aumento de lipolisis.
-153-
La comprobaciôn directa de las limitadas dimensiones del 
"pool" de âcidos grasos libres apoya esta hipôtesis. El 
aumento de oxidaciôn de âcidos grasos, explicarîa el au­
mento en el estado de reducciôn y la activaciôn de pyru­
vato carboxilasa.
72.- La insulina, con proporciones molares de - 
glucagôn/insulina de 0.2, revierte prâcticamente todos - 
los efectos del glucagôn. El l^ c^ho de que los patrones 
de concentraciôn y distribuciôn de intermediarios vue 1 - 
van a los valores del control sugiere que ambas hormonas 
actûan antagônicamente sobre un efecto comûn.
8s.- La salida de cationes mediada por el gluca­
gôn podrîa ser un mecanismo cooperador en la referida re 
distribuciôn de aniones a través de la membrana mitocon­
drial»
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